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Abstract  
Background: Obesity and overweight have become an increasing problem worldwide and is 
also a major cause of type 2 diabetes. Exercise plays an indisputable role in both prevention 
and treatment of obesity and type 2 diabetes. Recent advances in research have made it 
possible to model exercise in vitro using human skeletal muscle cells. This model is based on 
stimulating the cells with chronic, low frequency electrical pulse stimulating (EPS). 48-hour 
EPS has been shown to increase mitochondrial content and oxidative capacity in human 
skeletal muscle cells. The purpose of this thesis was to examine the differences in gene and 
protein expression EPS treated and untreated differentiated human skeletal muscle cells 
derived from three different donor groups; lean, extremely obese with normal glucose 
tolerance and extremely obese with type 2-diabetes. 
Method: Sattelite cells from human skeletal muscle biopsies from M. obliquus internus 
abdominis were isolated, proliferated and differentiated into myotubes. The biopsies were 
donated associated with bariatric surgery or  a kidney donation. Written consent was given by 
all donors. Confluent, differentiated myotubes were treated with EPS for 48 hours. 
Expressions of relevant genes were measured using RT-qPCR and expressions of relevant 
proteins were measured using Western blotting. 
Results: EPS-treated myotubes showed an altered gene expression of IL-6, IL-8 IL-33, IL-34 
and MYH7. EPS induces a significant increase in IL-6-mRNA levels in cells from LD- and 
EO-NGT-donor groups, while cells from EO-T2D-donors did not show altered IL-6 
expression upon EPS. Similar observations were seen with IL-8 expression, however the 
changes in IL-8 gene expression were not significant. In cells from the EO-T2D, mRNA 
levels of IL-33, IL-34 and MYH7 were down regulated after EPS, however this was not seen 
in cells from the other donors. There were no significant changes in the phosphorylation of 
AMPK, ERK or p38MAPK. 
Conclusion: EPS-treatment of human skeletal muscle cells for 48 hours changed the 
expression of mRNA in various genes, yet no clear differences in the phosphorylation of the 
AMPK, ERK, and p38MAPK pathways were seen. Cells from diabetic donors appeared to 
have a different EPS-induced pattern compared to cells from donors with normal glucose 
tolerance. 
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Sammendrag  
Bakgrunn/formål: Overvekt og fedme er et stadig økende problem på verdensbasis og fører i 
mange tilfeller til utvikling av type 2-diabetes. Trening har en udiskutabel rolle i både 
forebygging og behandling av fedme og type 2-diabetes. Det er nylig blitt utviklet en modell 
for trening in vitro av humane skjelettmuskelceller i kultur. Treningsmodellen baserer seg på 
å tilføre cellene kroniske, lavfrekvente elektriske pulser (EPS). EPS i 48 timer er vist å øke 
mitokondrielt innhold og oksidativ kapasitet i humane skjelettmuskelceller. I denne 
masteroppgaven var formålet å se etter forskjeller i gen- og proteinekspresjon mellom EPS- 
behandlede og ubehandlede differensierte humane skjelettmuskelceller opprettet fra tre ulike 
donorgrupper; normalvektige (NV), ekstremt overvektige med normal glukosetoleranse (EO-
NGT) og ekstremt overvektige med type 2-diabetes (EO-T2D).  
Metode: Satellittceller fra humane skjelettmuskelbiopsier fra M. obliquus internus abdominis 
ble isolert, proliferert og differensiert til myotuber. Biopsiene ble donert i forbindelse med 
bariatrisk kirurgi eller nyredonasjon. Skriftlig informert samtykke ble gitt fra samtlige 
donorer. Konfluente, differensierte myotuber ble behandlet med EPS i 48 timer. Nivåer av 
relevante gener ble målt ved qPCR og nivåer av relevante proteiner ble målt ved Western-
blotting.  
Resultater: EPS-behandlede myotuber fikk en endret genekspresjon av IL-6, IL-8 IL-33, IL-
34 og MYH7. EPS induserte en signifikant økning i IL-6-mRNA-nivåer i celler fra NV- og 
EO-NGT-donorgruppene, mens celler fra EO-T2D-donorene ikke responderte på EPS med 
endret ekspresjon av IL-6. Et liknende mønster ble funnet for IL-8, men her var endringene 
ikke signifikante. I celler fra EO-T2D, men ikke fra de andre donorgruppene, ble mRNA-
nivået av IL-33, IL-34 og MYH7 nedregulert etter EPS. Det var ingen signifikant effekt på 
fosforylering av AMPK, ERK eller p38MAPK.  
Konklusjon: EPS-behandling av humane skjelettmuskelceller i 48 timers endret cellenes 
mRNA uttrykk av enkelte gener, men ga ingen klar forskjell i fosforylering av signalveiene 
AMPK, ERK og p38MAPK. Celler fra diabetiske donorer så ut til å ha et annet EPS-indusert 
mønster enn celler fra donorer med normal glukosetoleranse.  
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1 Innledning 
1.1 Overvekt og fedme 
Overvekt og fedme kan betegnes som en raskt eskalerende, verdensomspennende epidemi 
som er forbundet med mange risikofaktorer. Fedme predisponerer for kardiovaskulær sykdom 
og type 2-diabetes (T2D). Mer enn 65 % av verdens befolkning bor nå i et land der overvekt 
og fedme tar livet av flere mennesker enn hva sult gjør. Prevalensen av overvektige har mer 
enn doblet seg siden 1980-tallet og er økende. Verdens helseorganisasjon (WHO) definerer 
overvekt og fedme ved hjelp av kroppsmasseindeks (KMI). KMI defineres som en persons 
vekt i kilogram over kvadratet av høyden i meter (kg/m
2
). Overvekt defineres av WHO som 
KMI over 25, fedme ved KMI over 30 og ekstrem overvekt klassifiseres ved en KMI > 40 [1]. 
I følge WHO var det på verdensbasis i 2008 mer enn 1/2 milliard voksne kvinner og menn 
over 20 år som var overvektige [2]. Overvekt og fedme er også et økende problem blant barn. 
Mer enn 30 % av barneskolebarn i USA er overvektige eller lider av fedme [3]. Fedme eller 
overvekt i barndommen er assosiert med økt risiko for T2D og aterosklerose [4]. I 2006 var 
det på verdensbasis om lag 5,7 millioner dødsfall årlig relatert til overvekt, fedme, fysisk 
inaktivitet og for lavt frukt- og grønnsaksinntak [5]. Det er i dag flere mennesker som dør av 
overvekt enn av sult. Flere studier indikerer at fedme er assosiert med en lavgradig 
inflammasjon i det hvite fettvevet, som igjen fører til insulinresistens, nedsatt 
glukosetoleranse og eventuelt T2D [6].  
1.2 Type 2-diabetes  
Det finnes ulike typer diabetes, der type 1-diabetes og T2D er de mest utbredte. T2D er den 
vanligst forekommende diabetessykdommen med en andel på over 90 % av den totale 
diabetesforekomsten. Det anslås at 350.000 nordmenn har T2D, der kun halvparten er 
diagnostisert [7]. Det internasjonale diabetesforbundet (IDF) estimerer forekomsten av T2D 
internasjonalt. Figur 1.1 viser IDFs beregninger [8] på at 366 millioner mennesker hadde 
diabetes i 2011 og anslår at så mange som 472 millioner vil ha T2D i 2025   
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Figur 1.1: Utviklingen av T2D. Grafen er basert på tall fra IDF og viser økningen i 
forekomsten av- og videre spredning av T2D på verdensbasis.  
 
T2D skyldes insulinresistens og defekt i insulinproduksjonen samt i kombinasjon med 
overvekt, økt mengde abdominalt fettvev og/eller fedme, høyt triglyceridnivå, lavt HDL-
kolesterol, økt blodtrykk og økt tendens til aterosklerose. Abnormal regulering av 
insulinsignalering er en viktig faktor for å utvikle insulinresistens i overvekt og fedme [9].  
1.2.1 Insulinresistens i skjelettmuskel 
Insulinresistens er en tilstand der vevet har redusert respons på insulinet i blodet og dermed 
ikke får tatt opp nok glukose. Som kompensasjon for manglende insulinresistens, øker 
insulinproduksjonen i β-cellene i de langerhanske øyer. Skjelettmuskulaturen forbruker 80 % 
av kroppens postprandiale glukose og er derfor et viktig vev i forbindelse med insulinresistens 
og utvikling av T2D [10]. Sammenhengen mellom mitokondriell dysfunksjon og 
insulinresistens er en av teoriene for hvordan T2D utvikles [11]. Pasienter med T2D og også 
pre-diabetikere med insulinresistens har en reduksjon i uttrykket av oksidative gener i 
skjelettmuskel. Funnet av at pre-diabetikerene har tilsvarende genuttrykk som T2D-
pasientene, indikerer at dette er viktig i patogenesen av T2D [12, 13]. Selv om mange studier 
indikerer at det er en sammenheng mellom mitokondriell dysfunksjon og insulinresistens, er 
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det andre studier som indikerer det motsatte. Det har f.eks. blitt vist at langvarig faste fører til 
økte nivåer av intramuskulære lipider, insulinresistens og nedregulert mitokondriell kapasitet, 
til tross for en tydelig økning i total fettoksidasjon [14]. Til tross for motstridende 
forskningsresultater, heller man mot å tro at mitokondriell dysfunksjon i skjelettmuskel ikke 
er en primær årsak til utviklingen av insulinresistens, til tross for økt oksidativ kapasitet og 
mitokondriell funksjon ved trening og kaloriinntaksreduksjon [15].  
1.3 Muskelfibertyper 
Muskelfibre kan deles inn i ulike fibertyper. I human skjelettmuskulatur er type I- 
(utholdende, langsomme fibre med høy oksidativ kapasitet), IIA- (utholdende, raske fibre med 
oksidativ og glykolyttisk kapasitet) og IIX- (lite utholdene, raske fibre med glykolytisk 
forbrenning) fibre de mest omtalte [16]. Type I-fibre blir karakterisert ved at de har et høyere 
mitokondrielt innhold og en økt grad av glukosetransport sammenliknet med type II-fibrene. 
Det er vist en positiv korrelasjon mellom andelen type I-fibre og insulinsensitivitet [17]. 
Skjelettmuskulatur består av en blanding av fibertype I og fibertype II og utrente individer har 
en fibersammensetning med omtrent halvparten av hver fibertype [18]. Muskelfibertyper 
bestemmes i utgangspunket under utviklingen, og om det er mulig å omdanne en muskelfiber 
fra en type til en annen etter differensiering av skjelettmuskel er et hett diskusjonstema [19]. 
Enkelte studier har funnet at fibertype II kan omdannes til fibertype I ved utholdenhetstrening 
[20, 21]. Anderson et al. [22] foreslår at en fiberomdannelse fra type I til II vil kunne skje, 
men da over lengre tid enn det som kreves for å omdanne fibertype IIX til IIa. 
1.4 Trening 
Det er velkjent at trenig har mange effekter som kan gi kardiovaskulære og metabolske 
fordeler. Ved trening senkes blodtrykket [23] og plasma triglycerid- og lipoproteinnivåer [24], 
mens glykemisk kontroll [25], insulinsensitivitet [26], vaskulær struktur og endotelfunksjon 
[27] forbedres. En enkelt treningsøkt øker hele kroppens insulinsensitivitet i opptil 48 timer 
etter trening [28]. Det er likevel mange uoppklarte spørsmål med hensyn til regulering av 
karbohydrat- og lipidforbruk i forbindelse med trening [29]. Muskelsammentrekning vil i seg 
selv føre til endret skjelettmuskelmetabolisme og endret metabolsk kapasitet i muskulaturen. 
Muskelsammentrekninger kan også føre til frisetting av myokiner, som igjen kan påvirke 
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andre organer [30]. Utholdenhetstrening bedrer mitokondriefunksjonen, øker 
fettsyreoksidasjonen og bedrer insulinstimulert glukosemetabolisme og er viktig med hensyn 
til insulinsensitiviteten [31]. En av teoriene bak de fordelaktige effektene av trening på 
insulinsensitivitet går ut på at tømming av glykogenlagrene under en enkelt treningsøkt 
initierer økt glukoseopptak i skjelettmuskelceller, som igjen fører til en forbedret 
insulinsensitivitet [32]. En sammenlikning av treningsstudier utført på T2D-pasienter viser at 
150 minutter med strukturert trening hver uke senker langtidsblodsukkeret (glykosert 
hemoglobin, HbA1C) med 0,89 % [33].  
1.4.1 Elektrisk pulsstimulering  
Elektrisk pulsstimulering (EPS) er en metode for å studere treningseffekter in vitro. Modellen 
har blitt utviklet de senere årene for å kunne måle cellulære mekanismer ved trening i 
skjelettmuskulatur in vitro [34, 35]. Ved EPS behandles dyrkede celler elektrisk ved 
lavfrekvent kronisk stimulering som fører til kontraksjon av myotubene [35]. In vivo er hver 
muskelfiber koblet til én motorisk nervecelle, som igjen er koblet til flere andre muskelfibre. I 
muskelcellens membran er det ionekanaler. Når aksjonspotensialet kommer gjennom den 
nevromuskulære synapsen, vil nerveenden depolariseres og starte en kaskade som 
depolariserer muskelcellen som deretter fører til kontraksjon [36].Ved EPS oppnår man en 
depolarisering av muskelcellene som fører til kontraksjon [34]. EPS har tidligere blitt benyttet 
til å måle endring i uttrykk av ulike gener i forbindelse med kontraksjon. Micro-Array analyse 
fra vårt laboratorium (Affemetrix GeneChip Human Gene 1.0 ST arrays, n=4, upubliserte 
data) viste at en rekke gener ble signifikant opp- eller nedregulert i NV-donorer etter EPS-
behandling. De genene som var av interesse for denne oppgaven vises i tabell 1.1. 
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Tabell 1.1: MicroArray. Opp- og nedregulerte gener etter screening av NV-donorer etter 
EPS-behandling.  
EPS-indusert 
endring Gennavn 
Entrez 
ID unigene Beskrivelse 
1,77732 IL-8 3576 Hs.624 interleukin 8 
1,77368 IL-33 90865 Hs.731660 interleukin 33 
1,49948 ANGPTL4 51129 Hs.9613 angiopoietin-like 4 
1,39031 PDK4 5166 Hs.8364 
pyruvate dehydrogenase kinase, 
isozyme 4 
-1,39699 IL-34 146433 Hs.461214 interleukin 34 
 
1.5  Myokiner 
Skjelettmuskel skiller ut signalerende proteiner, som kalles myokiner. Ekspresjon og 
sekresjon av myokiner kan endres ved trening. Skjelettmuskel er dermed et endokrint organ 
som i respons til trening produserer og sekrerer myokiner [37].  På den måten kan 
muskelfibrene og deres aktivitet påvirke omkringliggende celler og vev. Oppdagelsen ved at 
skjelettmuskelceller er et endokrint organ gir en mulig link mellom sammentrekning av 
skjelettmuskulatur og immunforandringer [37]. Myokiner deles inn i ulike grupper ut i fra 
funksjonalitet, hvor interleukiner er en gruppe myokiner. Interleukinene navngis ut i fra 
tidspunket de oppdages og hvor de produseres. På den måten kan samme interleukin defineres 
ut fra opphav, eks. er et adipokin produsert i fettvev, et cytokin er produsert i blodceller og et 
myokin er produsert i muskelceller.  
Ut i fra tidligere screening av genuttrykket til de normalvektige (NV)-donorene har det vist 
seg at enkelte gener tilhørende ulike myokiner i større eller mindre grad reguleres etter trening 
(tabell 1.1). Signifikant opp- eller nedregulerte gener av interesse var, interleukin 8 (IL-8), 
interleukin 33 (IL-33) og interleukin 34 (IL-34). På grunnlag av funnene til Nikolić et al [35] 
var det også interessant å teste genuttrykk av interleukin 6 (IL-6).  
1.5.1 Interleukin-6 (IL-6) 
IL-6 er et myokin og produseres i muskel. Ved kontraksjon øker utskillelsen og 
plasmakonsentrasjonen av IL-6 signifikant. IL-6 har ulike funksjoner og har blant annet vist 
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seg å regulere energiomsetningen i skjelettmuskel [38]. IL-6-utskillelsen er sensitiv til 
treningsintensiteten [39] og dermed også muskelmengden som involveres i kontraktil 
aktivitet. Stensberg et al. har vist at IL-6-utskillelse fra kontraherende muskulatur bidrar til 
den treningsregulerte økningen av IL-6-nivåer i plasma [40]. Biologisk vil IL-6 føre til økt 
glukoseopptak via fosforylert Akt (proteinkinase B) og økt fettsyreoksidasjon via 
fosforylering av adenosin 5’-monofosfataktivert proteinkinase (AMPK) [41]. IL-6 har også 
eksokrine effekter som omfatter økt hepatisk glukoseproduksjon ved trening og økt lipolyse i 
fettvev [41].  
1.5.2 Interleukin-8 (IL-8) 
IL-8 er et humant myokin som er involvert i rekruttering av nøytrofile granulocytter fra blodet 
til områdene der IL-8 utskilles [42]. Økte serumnivåer av IL-8 er assosiert med økt fare for 
koronar sykdom [43]. Det er sett økte IL-8 plasmanivåer i personer med fedme [44]. IL-8 blir 
i likhet med IL-6 stimulert ved kontraksjon [45]. I motsetning til IL-6 ser det ut til at IL-8 
bare utskilles under trening som krever kraftig muskelkontraksjon [46-48]. Utskillelsen av IL-
8 fra skjelettmuskel øker ikke plasmakonsentrasjonen og indikerer en para- eller autokrin 
effekt [37]. Den fysiologiske funksjonen til IL-8 er enda ikke kjent, men studier indikerer 
stimulert angiogenese [49] og indusert nøytrofil kjemotakse [50]. 
1.5.3 Interleukin-33 (IL-33) 
IL-33 er et myokin i IL-1 cytokinfamilien og ble oppdaget i 2005 [51]. IL-33 har en 
dobbelfunksjon og virker både som et tradisjonelt myokin, men også som en intracellulær 
kjernefaktor som regulerer transkripsjon [52]. Man tror IL-33 har en anti-inflammatorisk 
effekt og akselererer TH2-immunresponser [51]. IL-33 viser også en rekke pro-
inflammatoriske egenskaper og har blitt beskrevet i forbindelse med inflammatorisk artritt 
[53], er funnet i inflammert vev ved Crohns sykdom og reumatoid artritt [54], er høyt uttrykt i 
glatt muskulatur ved moderat til alvorlig astma hos steroidbehandlede pasienter [55] og spiller 
en viktig rolle i reguleringen av inflammasjon i okkulært vev [56] ved å stimulere 
produksjonen av inflammatoriske cytokiner som IL-6, tumornekrosefaktor-α (TNFα) og IL-
1β. Fettvev uttrykker i stor grad inflammasjonsrelaterte cytokiner som TNFα og IL-6. IL-33 
ses nå i sammenheng med økningen av de inflammatoriske cytokinene i fettvev [57] og ser ut 
til å virke auto- eller parakrint på fettvevet. IL-33 viser seg å ha beskyttende metabolske 
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effekter ved fedme i mus. Behandling av fettvev fra mus med IL-33 induserte produksjon av 
TH2-cytokiner, reduserte lipidlagring og ekspresjonen av en rekke gener assosiert med 
lipidmetabolisme og adipogenese ble nedregulert (bla. LXRα og PPARγ) [58]. 
Administrering av rekombinant IL-33 til diabetiske fete mus fører til redusert mengde fettvev, 
redusert fastende glukose og økt glukose- og insulintoleranse [52]. IL-33 induserer også en 
lokal akkumulering av vevsmakrofager fra M1- mot M2-makrofager [52]. M1-makrofager er 
drepeceller som utskiller proinflammatoriske cytokiner, som motvirker insulin, mens M2-
makrofager bidrar til å sikre blodtilførselen til vevet og produserer antiinflammatoriske 
cytokiner.  
1.5.4 Interleukin-34 (IL-34) 
IL-34 ble beskrevet som et pro-inflammatorisk cytokin for første gang i 2008 [59]. IL-34 
spiller en viktig rolle i patogenesen av arterosklerotisk koronar hjertesykdom [60] ved at den 
stimulerer til økte IL-1β-, IL-6- og TNFα-nivåer [61] og den øker også levedyktigheten til 
monocytter som akselererer frigjøringen av pro-inflammatoriske cytokiner [59]. Med hensyn 
til sykdomspåvirkning, er IL-34 ekspresjon økt av inflammatoriske cytokiner i osteoblaster. 
Dette kan bety at IL-34 påvirker bendestruksjonen i reumatoid artrittpasienter [62]. I 
osteoblastene reguleres IL-34-nivåene av TNFα eller IL-1β via henholdsvis JNK (c-Jun N-
terminal kinase) eller ekstracellulær signalregulert proteinkinse (ERK) [62]. IL-34 er for øvrig 
vist uttrykt ved inflammasjon i epidermalt vev [63] og er neuroprotektivt ved å påvirke 
mikrogliaceller gjennom TNFβ i hjernevev [64], men er til nå ikke vist regulert ved trening i 
skjelettmuskel.  
1.5.5 Angiopoetinlignende protein 4 (ANGPTL4)  
Angiopoietinlignende protein 4 (ANGPTL4) er et myokin som produseres blant annet i 
skjelettmuskulatur. Trening stimulerer til produksjon av ANGPTL4 via økt PPRAR-δ-
aktivitet [65]. ANGPTL4 påvirker fettvevet og hindrer for lave plasmakonsentrasjoner av 
fettsyrer ved å øke lipolysen i fettvevet [65].  ANGPTL4 hemmer aktiviteten til lipoprotein 
lipase (LPL) og økt nivå ANGPTL4 i fettvev forbindes med resistens mot fedme [66]. 
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1.6 Fettsyremetabolisme i skjelettmuskel 
Ut i fra den store prosentvise andelen av, og den metabolske profilen til, skjelettmuskulatur, 
er skjelettmuskulatur viktig i fettsyreoksidasjon (FSO). Ved hvile er FSO den viktigste 
oppgaven til muskelcellene [67].  Skjelettmuskel lagrer også fett, enten som triacylglyserol 
(TAG) i lipiddråper (LD) eller som intermediater av frie fettsyrer (FA) (langkjedet fri fettsyre-
CoenzymA (LCFA-CoA), diacylglyserol (DAG) eller ceramider). Akkumulering av DAG, 
TAG eller ceramider er forbundet med insulinresistens [68].  Fettsyrer som tas opp av 
skjelettmuskelceller kan enten oksideres i mitokondriene eller lagres som LD intracellulært. 
For transport gjøres FA mer vannløselig og transporteres som TAG i lipoproteiner av ulik 
størrelse i blodet eller bundet til albumin. Før opptak av FA må TAG i lipoproteinene (for 
eksempel VLDL, LDL og HDL) spaltes til FA av LPL. ANGPTL4 hemmer LPL og er viktig i 
reguleringen av FA-opptaket [66].  Et økt nivå av LPL i muskulatur er gunstig og er positivt 
med hensyn til ikke å utvikle fedme [66]. Når TAG i lipoproteinene er spaltet til FA ved hjelp 
av LPL, kan FA tas opp ved passiv diffusjon eller via proteinmedierte merkanismer. De 
proteinmedierte opptaksmekanismene er enten via FA-translokase (CD36/FAT), FA-
transportproteiner (FATP 1-6) eller FA-bindende protein (FABP) [69]. Muskelkontraksjon 
fører til translokasjon av CD36/FAT til cellemembranen og økt FA-opptak. Denne 
mekanismen er AMPK-avhengig [70]. Etter cellulært opptak av FA, aktiveres den til acyl-
CoA og kan deretter bli esterifisert til TAG for lagring, eller inkorporeres i fosfolipider for å 
inngå i membraner. For å kunne oksideres, må acyl-CoA transporteres inn i mitokondriene, 
der β-oksidasjon foregår. Transport av de acyl-CoA inn i mitokondriene består av en tredelt 
transportmekanisme bestående av karnitin palmitoyltransferase I (CPTI), acylkarnitin-karnitin 
translokase (CACT) og karnitin palmitoyltransferase II (CPTII) [71]. Inne i mitokondriene 
oksideres acyl-CoA ved β-oksidasjon til acetyl-CoA, som er substrat i sitronsyresyklus (TCA) 
[72]. Malonyl-CoA hemmer CPTI og er dermed en viktig regulator av mitokondriell 
fettsyreoksidasjon [71]. AMPK senker nivået av malonyl-CoA indirekte og øker dermed 
fettsyremetabolismen. Nevnte mekanismer er oppsummert i figur 1.2.  FA kan tilføres 
gjennom kost eller syntetiseres fra glukose (de novo lipogenese) [73]. Ved økt behov for 
energi, for eksempel ved faste, kan FA lagret som TAG undergå lipolyse og dermed frigjøres 
for oksidasjon i mitokondriene. Mettetheten av FA og dermed også maten vi spiser, kan 
påvirke mitokondriell oksidasjon. Fedme og T2D er assosiert med redusert FSO  i 
skjelettmuskel [74].   
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1.6.1 Metabolsk fleksibilitet 
Ved fedme, insulinresistens og T2D ser man en nedsatt lipidoksidasjon ved faste, en svekket 
postprandial veksling mellom fett- og glukoseoksidasjon samt en nedsatt evne til å øke 
fettforbrenningen ved trening [75, 76]. Det er også vist at individer med nedsatt 
glukosetoleranse har en redusert grad av veksling fra lipid- til glukoseoksidasjon, noe som 
tyder på at metabolsk infleksibilitet spiller en rolle i utviklingen av T2D [76]. Henry et al 
viste at insulinresistens i skjelettmuskel beholdes i celler i kultur [77] og det er også vist at 
skjelettmuskelceller fra pasienter med T2D har en nedsatt fettforbrenningskapasitet in vitro 
[78]. Ukropcova et al. har beskrevet metabolsk fleksibilitet i dyrkede humane 
skjelettmuskelceller i kultur og definerer suppressibilitet (cellenes evne til å nedregulere FA-
oksidasjon ved akutt glukosetilsetning) og adapterbarhet (cellenes kapasitet til å øke FA-
oksidasjon ved økt tilgang på FA) [79]. Studien indikerer at metabolsk fleksibilitet er en 
iboende egenskap til skjelettmuskelceller [79]. De molekylære mekanismene bak metabolsk 
fleksibilitet er ennå ikke kartlagt [80], men mitokondriene kan være en viktig faktor i 
utviklingen av infleksibilitet [79]. Pyruvatdehydrogenasekinase 4 (PDK4) er et enzym som er 
viktig i reguleringen mellom glukoseoksidasjon og fettsyreoksidasjon [81].  
1.6.2 Treningsindusert fettsyremetabolisme 
Effekten av trening på skjelettmuskel er veldokumentert og inkluderer forbedret 
insulinssensitivitet og økt FSO. Gjentatte treningsøkter er assosiert med en positiv stimulering 
som fører til at muskulaturen tilpasses og remoduleres som respons på den økte kontraktile 
aktiviteten [82]. Treningsindusert påvirkning av skjelettmuskel involverer en kaskade av 
hendelser som starter med transkribering av spesifikke gener. Gentranskripsjonen muliggjør 
generering av ulike aminosyrer som former nye proteiner. De funksjonelle konsekvensene av 
treningspåvirkningen avgjøres av treningsmengde, -intensitet og -frekvens samt av 
halveringstiden til proteinene som dannes. Langvarig utholdenhetstrening fører til ulike 
metabolske og morfologiske endringer som mitokondriell biogenese, omdannelse fra raske til 
tregere fibertyper og endret substratmetabolisme [82]. Substratmetabolismen reguleres 
gjennom kaskader av proteiner der økt adenosin 5’trifosfat (ATP)-forbruk og økt adenosin 
monofosfat (AMP)/ATP-ratio fører til økt fosforylering av AMPK [83], og en økning i 
produksjon av reaktive oksygenspecies (ROS) fører til fosforylering av ERK og aktivering av 
p38 mitogenaktivert proteinkinase (p38MAPK)-signalveien [84]. Man tror malonyl-CoA er 
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viktig i reguleringen av mitokondrietransportøren CPT1 (figur 1.2).  I gnagere er det vist at 
malonyl-CoA-nivåer er forhøyet ved hvile og ved økt behov for FA under trening vil 
malonyl-CoA hemmes og en økt andel FA forbrennes i mitokondriene [72]. Det virker som 
om trening forbedrer insulinresistens og reduserer FAO i skjelettmuskel ved alvorlig fedme, 
men enkelte studier rapporterer om en treningsresistens i overvektige og pasienter med fedme 
i form av manglende mitokondriell biogenese etter trening [85].  
 
Figur 1.2: Kontraktil påvirkning av fettsyre- og glukoseoksidasjon. Opptaket av fettsyrer 
(FA) skjer gjennom fettsyretransportører (FAT). FAT translokeres til cellemembranen ved 
fosforylering av AMPK. Fosforylering av AMPK stimuleres gjennom muskelkontraksjon. FA 
omdannes til acyl-coenzymA (acyl-CoA) som er substrat for ceramider, kolesterolsyntese og 
diacylglyserol (DAG), som videre kan omdannes til triacylglyserol (TAG). Acyl-CoA tas inn 
i mitokondriene for β-oksidering via transportøren karnitin palmitoyltransferase 1 (CPT1). 
Etter β-oksidering går acetyl-CoA inn i sitronsyresyklus (TCA). Glukose tas opp gjennom 
glukosetransportør 4 (GLUT4). GLUT4 translokeres via insulinstimulering og fosforylering 
av adenosin 5’-monofosfataktivert proteinkinase (AMPK), ekstracellulær signalregulert 
proteinkinase (ERK) eller p38mitogenaktivert proteinkinase (p38MAPK) signalkaskadene. 
Muskelkontraksjon fører til fosforylering av AMPK, ERK og p38MAPK. Når glukose er tatt 
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opp i cellen, omdannes det til pyruvat som tas opp i mitokondriene og omdannes til acetyl-
CoA som går inn i sitronsyresyklus (TCA) og gir energi. Citrat er et produkt i TCA og 
hemmer omdannelsen fra glukose til pyruvat. Citrat er forløperen til acetyl-CoA som via 
acetyl-CoA karboksylase (ACC) kan karboksyleres til malonyl-CoA. Fosforylert AMPK 
hemmer denne karboksyleringen. Malonyl-CoA hemmer CPT1, men hemmes selv ved 
muskelkontraksjon. Malonyl-CoA kan videre omdannes til FA ved lipogenese. 
Angiopoietinlignende protein 4 (ANGPTL4) hemmer lipoproteinlipase (LPL) som fører til en 
hemming av omdannelsen av TAG til FA.  
1.7 Glukosemetabolisme i skjelettmuskel 
Siden 60-tallet har det vært kjent at trening senker glukosenivået i blodet, enten målt som 
fastende blodglukose eller som glykosert hemoglobin A1c (HbA1c) og at det reduserer 
behovet for insulin hos diabetikere. HbA1c er målet på mengde glukose irreversibelt bundet 
til hemoglobin i erytrocyttene og er en markør for gjennomsnittet av blodglukose over en 
periode på opp til tre måneder. Siden den gang har det vært forsket på sammenhengen mellom 
trening og diabetes. Glukose kan enten oksideres i mitokondriene for energiproduksjon som 
ATP, lagres som glykogen eller gå inn i lipidsyntese. Insulinstimulering av 
skjelettmuskelceller øker opptak av glukose via glukosetransportøren GLUT4 [86]. Insulin 
bindes til insulinreseptoren (IR) som via flere trinn i en kaskade av fosforylering og aktivering 
av intracelullære signalveier, fører til translokasjon av GLUT4 fra cytoplasmiske vesikler til 
cellemembranen [87], se figur 1.2. I fravær av insulin er omkring 90 % av GLUT4 beliggende 
i cytoplasma. Ved insulinpåvirkning translokeres GLUT4-inneholdende vesikler til 
cellemembranen og smelter sammen med denne. På den måten tilføres cellemembranen 
GLUT4 som så transporterer glukose inn i cellene [88]. Når insulinstimuleringen opphører, 
sendes GLUT4 tilbake til cytosol i nye vesikler [87]. Insulinresistens i muskel kan skyldes 
dysfunksjonell GLUT4-translokasjon [89]. GLUT4-inneholdende vesikler kan enten 
translokeres ved insulinstimulering eller ved muskelkontraksjon. Stimulering av GLUT4 via 
muskelkontraksjon ser ut til å involvere økning av og økt fosforylering av AMPK og 
p38MAPK [90].  
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1.7.1 Treningsindusert glukoseopptak 
Intensiteten av treningen som utføres avgjør bidraget fra de ulike metabolske signalveiene til 
energiforsyningen i skjelettmuskelceller [29]. Effekten som ytes under muskelkontraksjon 
styrer ATP-forbruket, mens treningsintensiviteten avgjør forholdet mellom karbohydrat- og 
fettforbruk [91]. AMPK aktiveres av skjelettmuskelkontraksjon og øker glukosetranporten 
samtidig som den nedregulerer glykogen- og proteinsyntese [92, 93].  
1.7.2 Pyruvatdehydrogenasekinase 4 (PDK4) 
Pyruvatdehydrogenase-komplekset katalyserer dekarboksyleringen av pyruvat til acetyl-CoA 
i mitokondriene og forbinder glykolysen med sitronsyresyklus. Pyruvatdehydrogenase-kinase 
4 (PDK4) fosforylerer og hemmer dette komplekset. På den måten er PDK4 en viktig 
regulator av glukose- og fettmetabolismen [94]. Det er oppdaget fire ulike PDK-isoenzymer 
(1-4) i mennesker og gnagere [95, 96], hvor PDK4 er høyt uttrykt i hjerte, skjelettmuskel, 
lever, nyrer og i de langerhanske øyer. PDK4-aktiviteten er markant oppregulert i T2D-
pasienter [97-99]. mRNA-nivåer av PDK4 oppreguleres i både fibertype 1 og 2  etter 
utholdenhetstrening [100]. Det har vært stor interesse av å finne en PDK4-hemmer for å øke 
forbruket av glukose i T2D-pasienter [101-104], men foreløpig er det ingen PDK4-hemmere 
på markedet.  
1.8 Formålet med oppgaven  
Nikolić et al. har tidligere utviklet en in vitro-treningsmodell for humane skjelettmuskelceller 
i kultur. Treningsmodellen baseres på å tilføre differensierte humane skjelettmuskelceller 
lavfrekvent elektrisk pulsstimulering (EPS). EPS-modellen har vist å øke cellenes 
mitokondrielle innhold og oksidative kapasitet [35]. Målet med denne oppgaven var å studere 
om muskelceller fra tre ulike donorgrupper; normalvektige, ekstremt overvektige med normal 
glukosetoleranse og ekstremt overvektige med type 2 diabetes reagerte ulikt på EPS, ved å 
undersøke forskjeller i gen- og proteinuttrykk mellom EPS-behandlede og ustimulerte 
myotuber. Proteinene og genene som skulle studeres representerer intracellulære signalveier, 
enzymer i energimetabolisen, myokiner og fibertypeproteiner (myosin tung kjede).  
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2 Materialer og metoder 
2.1 Materialer 
Dulbecco´s Modified Eagle medium med glutamax (DMEM-Glutamax
™
), føtalt kalveserum 
(FCS), penicillin/streptomycin, fungizone (amfotericin B) og trypsin-EDTA ble kjøpt fra 
Gibco Invitrogen (Gibco, Life Technologies, Paisley, UK). SkGM Basal Medium og SkGM-
kit (SkGM) ble kjøpt fra Lonza (MD, USA). Ultroser G ble kjøpt fra BioSerpa (Process 
division of Ciphergen Biosystems Inc, Paris Frankrike). Insulin (Actarapid
®
) ble kjøpt fra 
NovoNordisk (Danmark). Costar
®
 Multiple Well Plate, 6Well With Lid Corning
®
 CellBIND
®
 
Surface ble kjøpt fra Corning Inkorporated (NY, USA). 75 cm
2
 nunclon
™
 behandlede flasker 
ble kjøpt fra NUNC (Danmark). Dulbecco´s Phosphate Buffered Salin (DPBS med Ca
2+
 og 
Mg
2+
), DMSO, L-glutamin, DEPC, Tryptan Blue Solution (0,4 %), Phosphatase Inhibitor 
Coctail 1 og 2 ble kjøpt fra Sigma
®
 (St.Louis, MO, USA). Agilent Total RNA Isolation Mini 
Kit (50), Nukleasefritt vann og Lysis solution ble kjøpt fra Aligent Technologies (TX, USA). 
DEPC-behandlet vann ble kjøpt fra The RNA company; Ambition (USA). MicroAmp
®
 8-tube 
strip & 8-tube cap, MicroAmp
®
 Optical Adhesive Film, MicroAmp
®
 Optical 96-well 
Reaction plate, High Capacity cDNA Reverse Transkription Kit (200 reactions) og Power 
SYBR
®
Green PCR Master Mix ble kjøpt fra Applied Biosystems
®
 (Warrington, UK). Bio 
Whittaker
®
 Phosphare Buffered Saline 0,0067M ble kjøpt fra Lonza
®
 (Vervies, Belgia). 
Pierce
® 
BCA Protein Assay Kit og Restore
™
 Western Blot Stripping Buffer ble kjøpt fra 
Thermo Scientific (Rockford, USA). Immun-Star
™
 WesternC
™
 Kit, TG (10x Tris/Glycine) 
Buffer, TGS (10x Tris/Glycine/SDS) Buffer, Precision Plus Protein
™
 Standards, Goat Anti-
Mouse IgG (H+L) – HRP Conjugate, Goat Anti-Rabbit IgG (H+L) – HRP Conjugate, SDS, 
Tween 20 og Mini-Protean
®
 TGX
™
 Gels ble kjøpt fra Bio-Rad (Hercules, CA, USA). 
Hybond
™
-ECL membran ble kjøpt fra GE Healthcare (Tyskland).   Fettfri tørrmelk ble gitt 
som gave fra Normilk AS (Levanger, Norge). Glycerol, tris og β-mercaptoetanol ble kjøpt fra 
Sigma
®
-Aldrich Company (USA). Tris-HCL, Quant-it
™
 reagens, Quant-it
™
 buffer og to ulike 
Quant-it
™
 standarder ble kjøpt fra Invitrogen.  
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2.2  Donorkarakteristika  
I oppgaven er det brukt skjelettmuskelceller fra tre ulike donorgrupper. Normalvektige 
donorer (NV) med normal glukosetoleranse, (tabell 2.1), ekstremt overvektige med normal 
glukosetoleranse (EO-NGT), (tabell 2.2) og ekstremt overvektige med type 2-diabetes (EO-
T2D), (tabell 2.3).  Muskelcellene som ble benyttet ble for alle grupper ble isolert fra biopsier 
fra Musculus obliquus internus abdominis (indre, skrå bukmuskel). Skjelettmuskelbiopsiene 
fra NV-donorene er tatt fra bukveggen i forbindelse med nyredonasjon ved Rikshospitalet. 
Muskelbiopsiene fra EO-NGT og EO-T2D er tatt fra bukveggen i forbindelse med bariatrisk 
kirurgi ved Senter for sykelig overvekt i Tønsberg. Prosjektet er godkjent av regional etisk 
komité og alle donorene ga skriftlig samtykke til deltakelse i prosjektet. Muskelbiopsiene har 
fått hver sin donorkode og er anonymisert. Enkelte av donorene har inngått i forsøk to ganger.   
Tabell 2. 1: Donorkarakteristika av normalvektige donorer 
Donorkode 
Alder 
år 
Kjønn 
KMI 
(kg/m
2
) 
Fastende glukose 
(mmol/L) 
LD 11 28 M Ikke kjent 4,5 
LD 14 63 M 25,5 5,9 
LD 15 55 K 29,1 6,9 
LD 16 33 M 23,0 5,5 
LD 22 40 M 28,7 5,0 
LD 25 60 K Ikke kjent 7,5 
Gjennomsnitt 46,5 2K + 4M 26,6 5,9 
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Tabell 2.2: Donorkarakteristika av ekstremt overvektige donorer med normal 
glukosetoleranse. 
Donorkode 
Alder 
(år) 
Kjønn 
KMI 
(kg/m
2
) 
Fastende glukose 
(mmol/L) 
HbA1c 
(%) 
EO 4 47 K 41 5,2 5,9 
EO 23 43 M 40 5,3 5,1 
EO 32 37 K 41 4,5 5,4 
EO 52 50 K 50 4,6 5,4 
EO 55 39 K 39 4,7 5,8 
EO 58 40 K 40 5,1 5,2 
Gjennomsnitt 42,7 5K + 1M 41,8 4,9 5,5 
 
Tabell 2.3: Donorkarakteristika av ekstremt overvektige donorer med type 2 diabetes. 
Donorkode 
Alder 
(år) 
Kjønn 
KMI 
(kg/m
2
) 
Fastende glukose 
(mmol/L) 
HbA1c 
(%) 
EO 33 51 M 37 8,1 6,5 
EO 45 58 M 45 8,4 7,0 
EO 46 48 K 49 7,6 6,5 
EO 53 54 M 37 7,2 6,1 
EO 54 44 K 49 6,7 5,5 
Gjennomsnitt 51 2K + 3M 43,4 7,6 6,3 
 
De ekstremt overvektige donorene er plassert i NGT- eller T2D-klasse etter vurdering av 
fastende blodglukose og/eller antidiabetisk behandling (tidligere diagnostisert T2D). NV-
donorene skal representere en gjennomsnittlig slank befolkning, men grunnet de strenge 
kravene som stilles for å donere bort en nyre, kan det tenkes at LD donorene er friskere enn 
den generelle befolkningen.  
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2.3 Celledyrkning  
Muskelbiopsien som har blitt tatt fra en donor brukes ikke i denne sammenheng direkte i 
forskningsøyemed. Før forsøk gjøres, må skjelettmuskelcellene i biopsien isoleres, dvs. å 
isolere satelittcellene fra vevsbiten som tas ut. Ofte er man avhengig av å gjøre flere forsøk på 
samme donor. For å kunne ha muligheten til å gjøre flere forsøk på samme donor har vi 
opprettet en cellebank ved å oppskalere og fryse ned ampuller med myoblaster fra 
skjelettmuskelbiopsiene (ved -196
o
C).  Når forsøkene skal starte, tar vi opp en eller flere 
ampuller med en gitt mengde celler fra fryseren.  
2.3.1 Oppskalering av muskelceller 
Satellittcellene ble hentet fra en ampulle med isolerte muskelceller fra nitrogentank (-196
o
C). 
Ampullen ble tint raskt på vannbad ved 37
o
C. 1 mL utsåingsmedium (appendiks 1.1.) ble 
tilsatt og cellesuspensjonen ble deretter overført til et 50 mL sentrifugerør med til sammen     
5 mL utsåingsmedium. Dette ble sentrifugert ved 1300 rpm i 5 minutter. Cellepelleten ble 
resuspendert i 4 mL SkGM-medium (appendiks 1.4). 1 mL av cellesuspensjonen ble overført 
til hver sin 75 cm
2
 NUNC- flaske og deretter tilsatt 9 mL SkGM-medium slik at det var        
10 mL cellesuspensjon i hver flaske. SkGM-mediumet ble byttet to ganger pr uke frem til 
cellene var omtrent 90 % konfluente. Ved 90 % konfluens ble enten cellene splittet til flere 
flasker eller frosset ned. Ved nedfrysning ble cellene vasket to ganger med DPBS før de ble 
tilsatt 2 mL trypsin. Trypsinen fikk virke i maksimalt fem minutter før det ble tilsatt 3 mL 
SkGM-medium. Cellesuspensjonen ble overført fra flasken til et 50 mL sentrifugerør. 20 µL 
cellesuspensjon ble tatt ut for celletelling. Suspensjonen ble sentrifugert ved 1300 rpm i          
5 minutter. Etter sentrifugering ble supernatanten sugd av og cellene resuspendert i ferskt 
frysemedium (appendiks 1.5) slik at det ble ca 1,1 millioner celler pr ampulle. 
Cellesuspensjonen ble overført til merkede ampuller. Ampullene ble frosset ned via -20
o
C i én 
time og – 80oC i 12 timer før videre oppbevaring ved -196oC i nitrogentank.  
2.3.2 Utsåing av satellittceller  
Ønsket donor ble tatt opp fra nitrogentank og tint raskt i vannbad ved 37
o
C. For å hindre at 
cellene lyseres som følge av toksisk konsentrasjon DMSO i frysemediet tilsettes 1 mL 
utsåingsmedium. Cellesuspensjonen ble overført til et 50 mL sentrifugerør ved hjelp av til 
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sammen 5 mL utsåingsmedium. Dette ble sentrifugert ved 1800 rpm i 7 minutter. 
Supernatanten ble sugd av og cellepelleten ble resuspendert i 1 mL utsåingsmedium. 20 µL av 
den resuspenderte celleløsningen ble brukt til å bestemme celletallet i suspensjonen. Dette ble 
gjort ved hjelp av Countless
TM
 automated cell counter fra Invitrogen ved at cellesuspensjonen 
ble blandet med 20 µL 0,4 % tryptanblått i et Eppendorfrør. Tryptanblått (TB) brukes for å 
skille mellom levende og døde celler. TB er et stort molekyl som passivt passerer døde 
cellemembraner. De levende cellene tar ikke opp TB og vil ikke bli blåfargete. De døde 
cellene vil altså fremstå som blå, mens de levende ikke vil bli farget.  Det ble brukt mellom 
50.00 – 100.000 celler per brønn i et seks-brønnersbrett. En adekvat mengde utsåingsmedium 
ble tilsatt cellesuspensjonen for riktig konsentrasjon. Ved riktig konsentrasjon ble løsningen 
blandet godt og sådd ut med 2 mL per brønn i Corning
®
 CellBind
®
 seks-brønnersbrett. 
Cellene ble deretter inkubert i inkubatorskap ved 37
o
C og 5 % CO2.  
2.3.3  Proliferasjon av myoblaster 
24 timer etter utsåing ble utsåingsmediumet byttet ut med proliferasjonsmedium (appendiks 
1.2). Cellene fikk skiftet proliferasjonsmedium hver 2.-3. dag frem til omtrent 90 % 
konfluens.    
2.3.4 Differensiering av myotuber 
Ved 90 % konfluens ble proliferasjonsmediet byttet ut med differensieringsmedium 
(appendiks 1.3). Forskjellen mellom proliferasjonsmedium og differensieringsmedium er at 
Ultroser G, som er en serumerstatter med mange viktige vekstfaktorer, fjernes, mens det i 
differensieringsmediumet er tilsatt insulin. Denne endringen gjør at cellene vil starte en 
differensieringsprosess mot flerkjernede myotuber. Etter 5 dager med differensieringsmedium 
hadde myotubene blitt ferdigutviklede myotuber og elektrisk pulsstimulering kunne 
igangsettes de siste 48 timene av den 7 dagers lange differensieringsperioden. Utviklingen fra 
utsåing til høsting vises i figur 2.1. 
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Figur 2.1: Dyrkning av humane skjelettmuskelceller. A)-F) viser muskelceller etter angitt 
antall dager etter utsåing på NUNC 6-brønnersbrett. A)-D) er tatt med 4 x forstørrelse,  
E) og F) er tatt med 20x forstørrelse.  
 
2.4 Elektrisk pulsstimulering (EPS) av myotuber  
De flerkjernede myotubene ble stimulert med elektriske impulser i 48 timer på slutten av den 
7-dagers lange differensieringsperioden. Dette ble gjort ved hjelp av karbonelektroder festet 
til et lokk med ledning til en teknisk innretning bestående av en power-supply enhet, en 
stimulator og en datamaskin med programvare der det kan bestemmes frekvens og spenning 
gjennom brønnene. Muskelstimulatoranordningen er laget ved Elektronikklaboratoriet, 
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Kjemisk Institutt, Universitetet i Oslo. Kullelektrodene ble vasket godt i sprit og lufttørket før 
de ble plassert i brønnene og myotubene ble utsatt for kronisk, lavfrekvent stimulering med 
enkeltpulser på 2 ms, 30 V og frekvens på 1 Hz de siste 48 timene under 
differensieringsperioden [35]. Under EPS-behandling ble hver brønn tilført 2,2 mL 
differensieringsmedium slik at kontakten mellom medium og kullstaver var sikret. 
Differensieringsmediet ble skiftet hver 12. time under stimuleringen. Under hele 
dyrkningsperioden ble cellene inkubert ved 37
o
C og 5 % CO2.  
 
2.5 Kvantitativ polymerasekjedereaksjon (qPCR) 
Kvantitativ polymerasekjedereaksjon, nærmere beskrevet som revers transkriptase sanntids-
polymerasekjedereaksjon, (qPCR) er regnet for å være en av de mest pålitelige metodene vi 
har for å beregne mRNA-uttrykk og -nivåer i celler. Dette er en metode som kombinerer to 
distinktive metoder. De to metodene som inngår i qPCR er sanntids-polymerasereaksjon som 
kvalitativt detekterer genekspresjonen og kvantitativ polymerasekjedereaksjon som detekterer 
graden av gener uttrykt i cellene. mRNA fra cellen gjøres om til dobbelttrådet komplimentært 
DNA (cDNA) for så å kunne oppskalere den gensekvensen av cDNA som man ønsker å 
undersøke ved hjelp av spesifikke primere. Primerene transkriberer de ønskede 
gensekvensene og gjør det mulig å detektere mengde mRNA av ønsket gensekvens [105]. I 
denne oppgaven ble qPCR benyttet for å måle genuttrykksforskjeller av et utvalg av gener i 
de tre donorgruppene NV, EO-NGT og EO-T2D før og etter behandling med EPS.  
2.5.1 Høsting av celler og isolering av total RNA 
Muskelcellene som ble sådd ut og dyrket opp (avsnitt 2.3) ble etter 48 timers EPS (avsnitt 2.4) 
umiddelbart etter avsluttet EPS-behandling høstet til måling av genuttrykk ved hjelp av 
qPCR. Høstingen innebar to gangers vask med 2 mL 1xPBS i DEPC-dH2O før lysering av 
cellene med 100 µL lysisbuffer fra Agilent Technologies per brønn. Cellelysatet ble skrapt løs 
og skrapt sammen før lysatet fra tilsvarende brønner ble overført til ett Eppendorfrør og 
deretter frosset ned ved -80
o
C.  
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For isolering av RNA ble ”Agilent Total RNA Isolation Protocol – Mamalian RNA Isolation”-
kit benyttet. Kitet inneholder nukleasefritt vann, vaskeløsning og ulike seperasjonskolonner. 
Prøvene ble tatt opp fra -80
o
C og forsiktig tint for å bevare mest mulig av det ustabile RNA 
som degraderes ved varme. 300 µL cellelysat fra hver donor ble overført til én 
miniprefiltrasjonskolonne og som deretter ble sentrifugert ved 16.000 G i tre minutter. 
Sentrifugeringen i minifiltrasjonskolonnen hadde relativt store porer som fjernet større 
cellefraksjoner fra filtratet. Filtratet ble tilsatt tilsvarende mengde 70 % etanol, blandet godt 
og inkubert i 5 minutter ved romtemperatur. Løsningen på omtrent 600 µL ble deretter 
overført til en miniisolasjonskolonne og sentrifugert ved 16.000 G i tre minutter. Etanolen 
sikret binding av RNA til isolasjonskolonnen. Isolasjonskolonnen ble deretter vasket to 
ganger med 500 µL vaskeløsning og sentrifugert ved 16.000 G i 30 sekunder for hver vask. 
Deretter ble kolonnen sentrifugert i to minutter ved 16.000 G for å fjerne eventuelle rester av 
vaskeløsning. Siste steg i isoleringen bestod av å eluere RNA ut fra kolonnen ved hjelp av å 
sentrifugere med 20 µL nukleasefritt vann i to minutter ved 16.000 G. De 20 µL med eluat 
inneholdt da isolert RNA fra cellelysatet.  
2.5.2  Kvantifisering av RNA 
Grunnet utstyrsoppgradering i løpet av oppgaven ble det benyttet to ulike prosedyrer for å 
kvantifisere RNA. 
Den første metoden kvantifiserte RNA ved hjelp av et kit fra Invitrogen™ med Quant-it™ 
reagens, Quant.it™ buffer og to standarder [106]. Quant-it™ reagent og Quant-it™ buffer ble 
blandet til Quant.it™ arbeidsløsning i forholdet 1:200. 10 µL av hver av standardene ble 
fortynnet med 190 mL arbeidsløsning og de ulike prøvene ble fortynnet 1:200 med 
arbeidsløsningen. Mengden RNA i prøvene og standardene ble målt ved hjelp av Quant-it™ 
fluorometer.  
Den andre metoden bestod av kvantifisering av RNA ved hjelp av Nanodrop lite fra Thermo 
Scientific. Der ble 2 µL av isolert RNA direkte applisert på proben. Metoden måler 
absorbansen til RNA ved 260 nm og benytter spektrofotometri for å måle absorbansen.  
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2.5.3 Syntese av cDNA 
Syntese av cDNA skjer ved revers transkribering av mRNA-templatet isolert fra cellene. 
cDNA-syntesen gjøres for å kunne undersøke endringer i mRNA-uttrykk ved hjelp av qPCR.  
For prøveopparbeidelse ble det benyttet et kit fra Applied Biosystems™ High Capacity cDNA 
transkription. 1 µg total-RNA ble tilsatt en reaksjonsmiks (appendiks 2.1) på totalt 20 µL før 
cDNA-syntese. Prøvene ble satt inn i Thermal Cycler 9600 Perkin-Elmer hvor cDNA-
syntesen ble igangsatt. Revers-transkriptaseforholdene består av 10 minutter ved 25 
o
C 
(templatpriming), 80 minutter ved 37 
o
C (revers transkribering) og til slutt fem sekunder ved 
85 
o
C (inaktivering av revers transkribering). Etter endt syntese ble rørene holdt på is for å 
stanse videre reaksjon.  
2.5.4  Primere og kvantifisering ved hjelp av qPCR 
Mengde cDNA i de ulike prøvene beregnes ut i fra en standardkurve. Standardkurven lages 
ved å ta lik mengde cDNA fra hver prøve som fortynnes 1:5 i DEPC-H2O og for deretter å 
lage en fortynningsrekke slik at man oppnår fire konsentrasjoner av cDNA miksen (1000, 
500, 250 og 125). Prøvene ble fortynnet 1:5 i DEPC-H2O. 2,5 µL av de fortynnede prøvene, 
standardene og DEPEC-H2O (negativ kontroll) ble overført til en MicroAmp® Optical 
Reaction Plate. Deretter ble det laget en SYBR
®
 Green Master-mix (appendiks 2.2) for hvert 
gen. Hver SYBR
® 
Green Master-mix inneholdt henholdsvis én forward og én revers primer 
(tabell 2.4) pr gen. 22,5 µL SYBR
®
 Green Master-mix ble tilsatt hver brønn til et totalvolum 
på til sammen 25 µL med hhv. cDNA, standard eller negativ kontroll i MicroAmp
®
 Optical 
Reaction Plate. Brettene ble satt inn i instrumentet ABI PRISM 7000 Applied Biosystem og 
det ble kjørt 40 sykluser. Hver syklus består av en denatureringsfase ved 95 °C i 15 sekunder 
der DNA-tråden blir separert slik at de komplimentære primerene kan komme til og en 
hybridiseringsfase ved 60 °C i 60 sekunder der primerene bindes til DNA-tråden. Etter de 40 
syklusene blir DNAet amplifisert i en polymeriseringsfase ved 72 °C. SYBR
®
 Green er en 
flouriserende blanding som ved å binde dobbelttrådet DNA, detekterer mengde DNA. 
Intensiteten av SYBR Green er proporsjonal til mengde cDNA i prøven. Resultatene ble 
standardisert opp mot gjennomsnittet av de endogene genkontrollene 36B4 og GAPDH.  
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Tabell 2.4: Primere brukt ved qPCR 
Gen Genbank nummer Primere (F = forward, R = reverse)  
36B4 M17885 F: 5´-CCATTCTATCATCAACGGGTACAA-3 
R: 5´-AGCAAGTGGGAAGGTGTAATCC-3´ 
GAPDH M33197 F: 5`TGCACCACCAAC TGCTTAGC-3` 
R: 5`-GGCATGGACTGTGGTCATGAG-3` 
IL 6 NM000600 F: 5`-CGGGAACGAAAGAGAAGCTCTAT-3` 
R: 5`-AGGCGCTTGTGGAGAAGGA-3´ 
IL 8 NM005842 F: 5´-ACCGAAGGAACCATCTCACT-3´ 
R: 5´-ATCAGGAAGGCTGCCAAGAG-3´ 
IL 33 NM 033439 F: 5´-AACTGACTGTCCCTCATGTCCAT-3´ 
R: 5´-CTTTGCCCCAATGTGACAGTGA-3´ 
IL 34 NM01172772 F: 5´-GGAATGAGCCTTTGGAGATGTG-3´ 
R: 5´-GCAGCTTGTCCCGCAGAA-3´ 
PDK4 K1795H10 F: 5´-TTTCCAGSCCAACCAATTCACA-3´ 
R: 5´-TGCCCGCATTGCATTCTTA-3´ 
ANGPTL4 E2559 F: 5´-CCTCCGCAGGGACAAGAA-3´ 
R: 5´-GTGGGATGGAGCGGAAGTACT-3´ 
MYH7 NM000257.2 F: 5´-CTCTGCACAGGGAAAATCTGAA-3´ 
R: 5´-CCCCTGGACTTTGTCTCATT-3´ 
 
2.6 Immunoblotting 
Immunoblotting (westernblotting) er en metode for å detektere proteiner kvalitativt og 
kvantitativt. Metoden bygger på antistoffers evne til å binde ulike epitoper på proteinene 
[107]. For å kunne utføre dette, må man først denaturere proteinenes tredimensjonale struktur 
for deretter å separere proteinene etter ulik størrelse. Denatureringen gjøres ved hjelp av 
natriumdodekylsulfat (SDS), mens separasjonen skjer ved hjelp av polyakrylamid-
gelelektroferese (PAGE)-gel.  
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2.6.1  Høsting av celler 
Cellene ble høstet på dag 7-8 etter differensiering, enten etter 48 timer med EPS eller uten 
stimulering som kontroll. Cellebrettene ble satt direkte på is etter stimulering og vasket to 
ganger med 2 mL 1xPBS-buffer per brønn. Restene av differensieringsmediet og PBS-
bufferen ble sugd av og 100 µL samplebuffer (appendiks 3.1) ble tilsatt hver brønn. 
Samplebufferen var tilsatt to fosfatasehemmercocktailer og én proteasehemmercocktail. Dette 
ble gjort slik at fosforyleringer og proteiner ikke skulle endres eller brytes ned etter endt 
stimulering.  Cellene ble skrapt løst med plastskrape og overført til merkede rør som tålte 
koking. Rørene ble deretter kokt ved 100 
o
C i fem minutter for å denaturere proteinenes 
tredimensjonale konformasjon. 20 µL av prøvene ble tatt ut til proteinmåling. Deretter ble    
10 % β-merkaptoetanol og 5 % bromfenylblått tilsatt.  β-merkaptoetanol ble tilsatt for å 
hindre nydannelse av disulfidbindinger. Disulfidbindinger sørger for proteinenes 
tredimensjonale struktur. Ved å hindre disse, hindres reformasjon av tredimensjonal struktur. 
Bromfenylblått ble tilsatt for å kunne observere prøvenes migrasjon under elektroforesen. 
Prøvene ble kokt i ytterligere fem minutter før de ble frosset ned ved - 20
 o
C. 
2.6.2 Proteinmåling 
For å vite hvor mye totalprotein det var i hver prøve, ble totalproteinnivåer målt. Dette ble 
utført ved bruk av standardisert ”BCA™ Protein Assay Kit” fra Pierce. Prøvene ble fortynnet 
1:7 ved å tilsette 5 µL prøve til 30 µL destillert vann og tilsatt 0,7 ml Pierce BCA protein 
assay reagent. Det ble laget en standardkurve med åtte ulike konsentrasjoner. Standardkurven 
ble laget med konsentrasjoner fra 0 µg/mL til 3,5 µg/mL albuminstandard og tilsatt reagens. 
Prøvene og fortynningene til standardkurven ble satt på vannbad ved 60 
o
C i 30 min før de 
igjen ble avkjølt. 300 µL av hver prøve eller standard ble deretter fordelt i en mikrotiterplate 
med to paralleller av hver. Proteinnivåene i hver prøve ble beregnet ut i fra prøvenes 
absorbans ved 595 nm bølgelengde i Wallac Victor
™
 mikroplateleser fra Perkin-Elmer. De 
ulike proteinkonsentrasjonene ble beregnet ut i fra den polynominale standardkurven. 
Andelen protein i hver prøve ble deretter benyttet til å beregne hvor mange mL celleløsning 
det skulle benyttes fra hver donor. For å få sammenlignbare bånd i fremkallingen er det viktig 
at man appliserer like mye totalprotein av hver prøve på SDS-PAGE gelen.  
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2.6.3 Gelelektroferese 
Det ble benyttet ferdigstøpte Mini-PROTEAN
®
 TGX
™
 gradientgeler med tetthet fra 4 % til 20 
% polyakrylamid fra Bio-Rad. Gradientfunksjonen i gelen gjør det mulig å separere 
proteinene etter størrelse fordi gelen har ulik størrelse i porene. Ved lav konsentrasjon av 
polyakrylamid vil det være større porer som lar store proteiner passere (på toppen av gelen), 
mens ved høyere konsentrasjon av polyakrylamid, vil større og større proteiner bremses opp 
og avsettes ved ulik porestørrelse i gelen. Ved endt separasjon kan proteinene detekteres som 
bånd ved ulike posisjoner i gelen.  Gelene ble plassert i et gelkar fylt med elektroforesebuffer 
(appendiks 3.2).  Deretter ble det applisert 5 µL standard (Bio-Rad Precision Plus Protein 
Dual Color Standards) i første brønn i hver gel samt 15 µg protein per prøve. Dette tilsvarte 
fra 5 til 30 µL prøve. Gelen ble satt i et elektrisk felt med 140 V, 200 mA og 70 W der de 
negativt ladde proteinene vandrer mot anoden (+) til de er tilstrekkelig separert. 
Gelelekroforesen ble stoppet ut i fra størrelsen på proteinet som skulle bli målt. Den fargede 
standarden indikerte hvor de ulike proteinstørrelsene var. Figur 2.2 viser et skjematisk oppsett 
av gelelektroferesen. 
 
Figur 2.2: Skjematisk fremstilling av gelelektroforese.  
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2.6.4  Blotting 
For å kunne detektere prøvene med antistoff må de separerte proteinene overføres fra gelen til 
en nitrocellulose- eller polyvinyldifluoridmembran. Blotting kan gjøres med ulike prosedyrer, 
der halvtørr og våt blotting er de vanligste [107].  I denne oppgaven er halvtørr blotting 
benyttet. Ved halvtørr blotting ligger gelen i direkte kontakt med membranen i et 
spenningsfelt. Oppsettet av halvtørr blotting vises i figur 2.3. De separerte proteinene vandrer 
fra gelen til membranen og bindes til membranen i et tilsvarende mønster på membranen som 
på gelen. Blotteprosedyren ble utført i en blottemaskin, TE 70 ECL Semi-dry Transfer Unit 
fra Amersham Biosciences, som benytter Hoefers semi dry blotting. Blotteprosessen ble kjørt 
i om lag én time ved 32 mA per membran. For å fukte membranen ble det benyttet 
blottebuffer (appendiks 3.3). Det ble benyttet filterpapirer fra VWR og 3 mm Hydrobond 
ECL membran fra GE Healtcare.  
 
Figur 2.3: Blottesandwich. Blottesandwichen består av tre filterpapirer, membran, gel og tre 
filterpapirer mellom katoden og anoden.  
 
2.6.5 Deteksjon og fremkalling 
Når de separerte proteinene har blitt overført til membranen, kan proteinet vi ønsker å 
undersøke detekteres ved hjelp av spesifikke antistoffer. Antistoffet gjenkjenner og binder til 
spesifikke epitoper på proteinet. Antistoffer kan enten være monoklonale eller polyklonale. 
Der de monoklonale kun kan bindes til én epitop. Dette gir høy spesifisitet, men lavere 
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sensitivitet. De polyklonale antistoffene består av en blanding av antistoffer med ulik 
spesifisitet til flere epitoper. Dette gir en lavere spesifisitet, men høyere sensitivitet [108]. Her 
ble både mono- og polyklonale antistoffer benyttet. Før det aktuelle antistoffet kan benyttes, 
må membranen blokkeres for uspesifikk binding av antistoffet til uokkuperte seter på 
membranen. Det er mulig å blokkere membranen ved å enten tilføre proteiner som vil bindes 
til de uokkuperte setene, eller ved å tilsette ikke-ioniske detergenter som vil hindre 
antistoffbinding til de uokkuperte setene. Etter blokkering av de uokkuperte setene, kan 
membranen inkuberes med primærantistoffet. Etter endt inkubasjon av primærantistoffet må 
overskuddet av primærantistoff vaskes vekk. Dette gjøres for å hindre at ubundet 
primærantistoff bindes til sekundærantistoff og gir feilaktige signaler i deteksjonen. Etter 
vasking av ubundet primærantistoff tilsettes sekundærantistoff til membranen. 
Sekundærantistoffet binder spesifikt til primærantistoffet.  
Tabell 2.5: Antistoffer brukt til westernblotting 
Målprotein Primærantistoff Produsent Fortynning Opphav 
β-aktin β-actin (13E5) Rabbit 
mAb 
Cell Signaling 1:1.000 Kanin 
MHC1 Mouse Anti-slow 
muscle myosin 
monoclonal antibody 
Millipore 1:20.000 Mus 
Fosforylert ERK Phospho-p44/42 
MAPK (Erk ½) 
(Thr202/Tyr204) 
(E10) Mouse mAb 
Cell Signaling 1:2.000 Mus 
Total ERK P44/42 MAPK (Erk 
½) Antibody 
Cell Signaling 1:1.000 Kanin 
Fosforylert 
AMPKα 
Phospho-
AMPKα(Thr172) 
Antibody 
Cell Signaling 1:1.000 Kanin 
Total AMPKα AMPK α Antibody Cell Signaling 1:1.000 Kanin 
Fosforylert-p38 
MAPK 
Phospho-p38 MAPK 
(Thy180/Tyr182) 
(D3F9) XP® Rabbit 
mAB 
Cell Signaling 1:2.000 Kanin 
 
Etter blotting ble membranen blokkert med 5 % tørrmelk i én time ved romtemperatur. Etter 
blokkering ble primærantistoff tilsatt rundt membranen for deretter å bli inkubert på rulle på 
kjølerom over natt. Etter inkubering med primærantistoff ble membranen vasket tre til fem 
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ganger med 1x T-TBS (appendiks 3.4.) i 10-15 minutter. Etter endt vasking ble det sekundære 
antistoffet tilsatt og inkubert i én time ved romtemperatur. For å fjerne overskuddet av 
sekundærantistoff ble membranen nok en gang vasket tre til fem ganger med 1xT-TBS i 10-
15 minutter.   
Det sekundære antistoffet er konjugert til enzymet pepperrotperoksidase (HRP), som 
muliggjør deteksjon av protein-antistoff-antistoff-komplekset ved hjelp av kjemoluminescens. 
[108]. Fremkallingsvæsken fra Bio-Rad består av en blanding av luminolsubstrat og peroksid. 
Når luminolsubstratet er i nærvær av peroksid, vil det bli oksidert av HRP. Denne reaksjonen 
fører til frisetting av lys. Noen kjemikalier katalyserer reaksjonen ytterligere og 
lysintensiteten forsterkes kraftig. Metoden med forsterket kjemoluminescens (ECL) benyttes 
for å forsterke signalene der antistoffkomplekset er bundet til proteinet, se figur 2.4. Økt 
antall reagerende enzymer gir økende lysintensitet og lysintensiteten er dermed proporsjonalt 
relatert til mengden protein på blottet.  
Membranen ble inkubert med fremkallingsvæske fra Bio-Rad i minst fire, men som oftest i 
om lag fem minutter. Deretter ble ChemiDoc™ XRS fra Bio-Rad med ImageLab™ 
programvare benyttet til å fremkalle blottet.  
 
Figur 2.4: Deteksjon med antistoffer. Deteksjon av spesifikke proteiner ved hjelp av 
primærantistoff, sekundærantistoff med HRP og fremkallingsvæske.   
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2.6.6 Stripping og reblokking  
Enkelte ganger er man ikke fornøyd med resultatet av fremkallingen av membranen. Da kan 
man strippe membranen for antistoff og starte prosessen fra og med trinnet der man blokkerer 
membranen med 5 % tørrmelk. For å strippe membranen startes prosessen med å vaske bort 
fremkallingsvæsken ved å vaske med 1x T-TBS i ca 10 minutter fem ganger. Deretter 
inkuberes membranen med strippevæske (fra Thermo Scientific Restore™ Western Blot 
Stripping Buffer #21059) i 30 minutter. Etter inkubering med strippevæske ble membranen 
vasket fem ganger med 1x T-TBS i 10 minutter før prosedyren fortsetter som vanlig med 
blokking, primærantistoff og sekundærantistoff før fremkalling.   
2.7 Presentasjon av data og statistiske analyser  
Data i denne oppgaven er presentert som gjennomsnitt ± standardfeil (SEM). Signifikansnivå 
er satt til p≤0,05 i denne oppgaven. Gjennomsnitt er beregnet fra alle donorene innad i hver av 
de tre donorgruppene. Det har blitt målt to paralleller av hver donor i qPCR. I westernblott-
analysene er det gjort ett forsøk på cellene fra hver donor. Students t-test ble benyttet for å 
beregne forskjeller mellom to donorgrupper. En-veis ANOVA Kruskal-Wallis test ble 
benyttet for å beregne forskjeller mellom alle de tre donorgruppene. Korrelasjonsanalysene 
ble gjennomført ved Spearman korrelasjon. Lineær regresjon ble vist på korrelasjonsgrafene 
ved bruk av Pearsons lineære regresjon. De statisktiske analysene ble gjort  i GraphPad Prism 
5 (GaphPad Software Inc., San Diego, CA, USA).  
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3  Resultater  
3.1 Genekspresjon 
Det har tidligere blitt utført et MicroArray-eksperiment som avdekket hvilke gener som var 
signifikant opp- eller nedregulert etter EPS-behandling av myotuber fra NV-donorene. Noen 
av de mest interessante genene (tabell 1.1) ble valgt ut for å verifisere resultatene fra 
MicroArrayen og for å studere hvordan disse genene reguleres i myotubene fra EO-NGT- og 
EO-T2D-donorene. Det var derfor ønskelig å undersøke mRNA-uttrykket i EPS-behandlede 
og -ubehandlede myotuber fra alle de tre donorgruppene. På bakgrunn av resultatene fra 
Nikolić et al. [35] ble IL-6 og MYH7 også valgt ut til genekspresjonsanalyse. Dette ble gjort 
for å avdekke eventuelle genekspresjonsforskjeller med og uten EPS mellom donorgruppene. 
Det ble benyttet qPCR for å måle mRNA-nivåene i de ulike donorcellene. For å kontrollere 
individuell varians er genuttrykksnivåene relatert til gjennomsnittet av de endogene 
kontrollene GAPDH og 36B4. Genuttrykket i kontrollgruppen, altså de ustimulerte cellene, 
danner grunnlaget for figurene, som viser basalnivåene av mRNA i cellelysatene. Basalnivå-
resultatene fra NV-donorene er standardisert til 1 og resultatene fra EO-NGT og EO-T2D er 
relatert til NV. Treningseffekten vises ved EPS-behandlede celler dividert på kontroll 
(ustimulerte celler) som er justert mot de endogene kontrollene GAPDH og 36B4, der 
endringen gir uttrykk for treningseffekten av mRNA-ekspresjonen på de ulike genene det er 
testet for. Resultater fra genekspresjonsanalysene vises i figur 3.1-3.5, 3.7 og 3.8. 
Donorvariasjon ved EPS-behandling vises i appendiks 4.   
3.1.1 PDK4 
PDK4 er viktig i reguleringen av glukoseoksidasjon og fettsyreoksidasjon [81] og var 
oppregulert av EPS i [35] og i MicroArray-eksperimentet (taabell 1.1). Figur 3.1 A viser en 
tendens til høyere mRNA-uttrykk av PDK4 i ustimulerte celler i EO-NGT-donorgruppen 
sammenliknet med både NV- og EO-T2D-donorgruppene. Celler fra EO-T2D tenderte å ha et 
høyere basaluttrykk av PDK4-mRNA sammenliknet med celler fra NV-donorene, med 
p=0,068. Figur 3.1 B viser mRNA-uttrykk etter 48 timers EPS. Det kan se ut til at kun celler 
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fra EO-T2D-donorene hadde treningseffekt, men det er ingen signifikante forskjeller mellom 
de tre donorgruppene.  
 
Figur 3.1: Basaluttrykk (A) og treningseffekt (B) av PDK4. Data er illustrert som 
gjennomsnitt ± SEM, n=7 for NV og n=5/6 for EO-NGT og n=6 for EO-T2D. Basalnivåer 
(A) er vist som relativverdier der NV=1. Data for EPS er relatert til basalnivået (vises som 
hvit søyle) for hver enkelt donor.   
3.1.2 ANGPTL4 
ANGPTL4 hemmer metabolismen av lipoproteiner ved å hemme aktiviteten til lipoprotein 
lipase [66] og var oppregulert av EPS i MicroArray-eksperimentet (tabell 1.1). Figur 3.2 A 
viser at celler fra EO-T2D-donorene tenderte til å ha et lavere mRNA-basalnivå av ANGPTL4 
sammenliknet med celler fra NV-donorene, med p=0,096. Figur 3.2 B viser at det ikke var 
noen effekt av trening med hensyn på mRNA-nivå av ANGPTL4 i noen av de tre 
donorgruppene.  
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Figur 3.2: Basaluttrykk og treningseffekt av ANGPTL4. Data er illustrert som 
gjennomsnitt ± SEM, n=7 for NV og n=5/6 for EO-NGT og n=6 for EO-T2D. Basalnivåer 
(A) er vist som relativverdier der NV=1. Data for EPS er relatert til basalnivået (vises som 
hvit søyle) for hver enkelt donor. 
3.1.3 IL-6 
IL-6 produseres og frisettes fra skjelettmuskel i respons til kontraksjon [40]. IL-6 har flere 
funksjoner og øker AMPK-aktivitet i myotuber, øker fettsyreoksidasjon og glukoseopptak 
[38]. Figur 3.3 A viser en tendens til høyere mRNA-uttrykk av IL-6 i ustimulerte celler fra 
EO-NGT-donorene sammenliknet med celler fra både NV- og EO-T2D-donorene. Denne 
forskjellen er tydeligst mellom EO-NGT- og NV-donorene med p=0,06. Figur 3.3 B viser 
mRNA-uttrykket av IL-6 etter 48 timers EPS. Celler fra NV- og EO-NGT-donorene hadde en 
signifikant treningseffekt med hensyn på økte IL-6-nivåer etter EPS. Celler fra EO-T2D 
hadde i motsetning til de to andre donorgruppene, ingen treningseffekt. Cellene fra EO-T2D-
donorene hadde en signifikant lavere treningseffekt med hensyn på IL-6-mRNA-uttrykk enn 
cellene fra NV-donorene.  
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Figur 3.3: Basaluttrykk (A) og treningseffekt (B) av IL-6: Data er illustrert som 
gjennomsnitt ± SEM, n=7 for NV og n=6 for EO-NGT og EO-T2D. Basalnivåer (A) er vist 
som relativverdier der NV=1. Data for EPS er relatert til basalnivået (vises som hvit søyle) for 
hver enkelt donor. * p≤0,05 sammenliknet med celler fra NV-donorgruppen. #p≤0,05 
sammenliknet med ustimulert kontroll.  
3.1.4 IL-8 
IL-8 kan være enda viktigere enn IL-6 ved fedmeassosiert inflammasjon, men IL-8 har 
foreløpig ikke blitt studert i like stor grad som IL-6 [43]. IL-8 var også oppregulert av EPS i 
MicroArray-eksperimentet (tabell 1.1). Figur 3.4 A viser ingen signifikant forskjell i IL-8-
mRNA-uttrykk i ustimulert kontroll mellom noen av de tre donorgruppene. Figur 3.4 B viser 
tendenser til donorforskjeller mellom mRNA-nivå i celler fra EO-NGT og EO-T2D med 
p=0,09. IL-8-mRNA-nivåene i cellene fra NV- og EO-NGT-donorene syntes å ha en 
treningseffekt, men pga. stor datavariasjon var ikke treningseffekten i disse donorgruppene 
signifikante. 
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Figur 3.4: Basaluttrykk (A) og treningseffekt (B) av IL-8.. Data er illustrert som 
gjennomsnitt ± SEM, n=6/7 for NV og n=5 for EO-NGT og EO-T2D. Basalnivåer (A) er vist 
som relativverdier der NV=1. Data for EPS er relatert til basalnivået (vises som hvit søyle) for 
hver enkelt donor. 
3.1.5 IL-33 
IL-33 er et myokin med ulike egenskaper, men er i denne sammenheng spesielt interessant 
fordi administrering av rekombinant IL-33 til diabetiske fete mus fører til redusert mengde 
fettvev, redusert fastende glukose og økt glukose- og insulintoleranse [58]. Også IL-33 var 
oppregulert av EPS i MicroArray-eksperimentet (tabell 1.1). Figur 3.5 A viser at IL-33-
mRNA-nivåer i ustimulerte celler fra EO-NGT-donorene var økt sammenliknet med uttrykket 
i celler fra NV- og EO-T2D-donorene. Stor variasjon i data i EO-NGT-gruppen gir 
usikkerhet, men med en p-verdi lik 0,06 antydes det at EO-NGT haddde et økt basalt mRNA-
uttrykk av IL-33 sammenliknet med celler fra NV-donorene. Figur 3.5 B gir en indikasjon på 
at celler fra EO-NGT-donorgruppen hadde økt effekt av EPS i forhold til celler fra EO-T2D-
donorgruppen med en p-verdi på 0,06. mRNA-nivået går signifikant ned etter EPS i celler fra 
EO-T2D-donorene. Figur 3.6 viser korrelasjonen mellom HbA1c-nivåer før prøvetaking av 
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biopsi og IL-33-mRNA-basalnivåer i celler fra EO-NGT- og EO-T2D-donorene. Det var en 
negativ korrelasjon mellom økte IL-33- og HbA1c-nivåer.  
 
Figur3.5: Basaluttrykk og treningseffekt av IL 33. Data er illustrert som gjennomsnitt ± 
SEM, n=7/6 for NV og n=6 for EO-NGT og n=5 for EO-T2D. Basalnivåer (A) er vist som 
relativverdier der NV=1. Data for EPS er relatert til basalnivået (vises som hvit søyle) for 
hver enkelt donor. #p≤0,05 sammenliknet med ustimulert kontroll. 
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Figur 3.6: Korrelasjon mellom IL-33 basal- og HbA1c-nivåer. Figuren viser verdier av IL-
33 basalnivåer mot HcA1c-nivåer for celler fra EO-NGT- og EO-T2D-donorene. n=12,           
r =-0,68, p≤0,05 for uparametrisk Spearman-korrelasjon. Illustrerende linje vises som Pearson 
lineær regresjon.  
 
3.1.6 IL-34 
Det er usikkert hvilken betydning IL-34 har med hensyn til fedme og T2D. Med utgangspunkt 
i at IL-34 er et pro-inflammatorisk myokin er det ønskelig å se på mRNA-forskjellene mellom 
de tre donorgruppene og om mRNA-nivået påvirkes ved kontraksjon. I motsetning til IL-8 og 
IL-33 var IL-34 nedregulert av EPS i MicroArray-eksperimentet (tabell 1.1). Figur 3.7 A viser 
en tendens til at celler fra EO-NGT hadde et lavere IL-34-mRNA-nivå sammenliknet med 
celler fra NV- og EO-T2D-donorene. Figur 3.7 B viser at EO-NGT hadde tendenser til økt IL-
34-mRNA-nivå etter trening sammenliknet med NV- og EO-T2D-donorgruppene og at celler 
fra EO-T2D hadde en negativ effekt av EPS-stimulering med hensyn til IL-34-mRNA-nivå.   
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Figur 3.7: Basaluttrykk og treningseffekt av IL-34. Data er illustrert som gjennomsnitt ± 
SEM, n=6/7 for NV og n=6 for EO-NGT og n=5 for EO-T2D. Basalnivåer (A) er vist som 
relativverdier der NV=1. Data for EPS er relatert til basalnivået (vises som hvit søyle) for 
hver enkelt donor #p≤0,05 sammenliknet med ustimulert kontroll.  
3.1.7 MYH7  
Fibertype 1 er de utholdende, langsomme fibrene med høy oksidativ kapasitet [16].  
Gensymbolet for fibertype 1 er MYH7, mens myosin tung kjede 1 (MHC1) er proteinnavnet. 
Figur 3.8 A viste et signifikant lavere mRNA-uttrykk av MYH7 i celler fra EO-NGT-
donorene enn i celler fra NV- og EO-T2D-donorene. Figur 3.8 B viser at celler fra EO-T2D-
donorene var signifikant forskjellige fra celler fra EO-NGT-donorene med hensyn til EPS-
effekt og at celler fra EO-T2D hadde en negativ effekt av EPS-stimulering med hensyn til 
MYH7-mRNA-nivå.   
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Figur 3.8: Basaluttrykk og treningseffekt av MYH7. Data er illustrert som gjennomsnitt ± 
SEM, n=7 for NV og n=5 for EO-NGT og n=6/5 for EO-T2D. Basalnivåer (A) er vist som 
relativverdier der NV=1. *p≤0,05 sammenliknet med både NV- og EO-T2D-donorgruppene. 
Data for EPS er relatert til basalnivået (vises som hvit søyle) for hver enkelt donor. * p≤0,05 
sammenliknet med celler fra EO-NGT-donorgruppen. #p≤0,05 sammenliknet med ustimulert 
kontroll.  
3.2 Proteinuttrykk  
3.2.1 MHC1 
Vi ønsket også å se på proteinuttrykket av langsomme muskelfibre. Nikolić et al. [35] fant 
effekt av EPS på proteinuttrykk av MHC1 i NV-donorene.  
Figur 3.9 A viser at celler fra EO-NGT så ut til å ha et lavere protein-uttrykk av MHC1 
sammenliknet med celler fra NV- og EO-T2D-donorene, men at spredningene i 
datamateriellet er så stor at det ikke kan konkluderes om de er forskjellige. Ingen av de tre 
donorgruppene så ut til å ha noen endring av fibertype etter EPS (figur 3.9 B). Figur 3.10 A 
viser korrelasjonen mellom HbA1c-nivåer før prøvetaking av biopsi og MYH7-basalnivåer i 
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celler fra EO-NGT- og EO-T2D-donorene. Det var en positiv korrelasjon mellom økte 
MYH7- og HbA1c-nivåer. Figur 3.10 B viser korrelasjonen mellom HbA1c-nivåer før 
prøvetaking av biopsi og MHC1-basalnivåer i celler fra EO-NGT- og EO-T2D-donorene. 
 
Figur 3.9: Basaluttrykk og treningseffekt av MHC1. Data er illustrert som gjennomsnitt ± 
SEM, n5= for NV og n=6 for EO-NGT og n=5 for EO-T2D. Basalnivåer (A) er vist som 
relativverdier der NV=1. Data for EPS er relatert til basalnivået (vises som hvit søyle) for 
hver enkelt donor.  
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Figur 3.10: Korrelasjon mellom fibertype 1 basaluttrykk og HbA1c-nivå. A viser verdier 
av MYH7 basal-mRNA-nivåer mot HbA1c-nivåer for celler fra EO-NGT- og EO-T2D-
donorene. n= 10, r =0,78, p≤0,01 for uparametrisk Spearman-korrelasjon. B viser verdier av 
MHC1 basalprotein-nivåer mot HbA1c-nivåer for celler fra EO-NGT- og EO-T2D-donorene. 
n=10, r =0,79, p≤0,01 for uparametrisk Spearman-korrelasjon. Illustrerende linjer vises som 
Pearson lineær regresjon.   
 
3.2.2 Signalveier  
Utholdenhetstrening kan regulere gentranskripsjon av mitokondrielle gener, angiogenetiske 
vekstfaktorer og påvirke opptak og forbruk av glukose og fettsyrer. AMPK, ERK og 
p38MAPK er tre viktige enzymer som reguleres av utholdenhetstrening. Ved fosforylering av 
proteinkinasene aktiveres de og utøver sin funksjon. Derfor er fosforylering av 
proteinkinasene etter EPS et uttrykk for om signalveien aktiveres ved trening.  
Celler fra NV- og EO-NGT-donorene så ut til å ha en større treningseffekt på pERK enn EO-
T2D (A). Figur 3.11 B viser at graden av fosforylert AMPK kan være noe økt etter EPS-
stimulering for celler fra NV- og EO-T2D-donorene, men stor individuell variabilitet ga 
usikkerhet i dataene. Figur 3.11 C viser at celler fra EO-T2D så ut til å ha en økt 
fosforyleringsgrad av p38 MAPK etter EPS-stimulering sammenliknet med celler fra NV- og 
EO-NGT donorene.  
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Figur3.11: Treningseffekt av pERK (A), pAMPK (B) og p38 (C) Data er illustrert som 
gjennomsnitt ± SEM, n5= for NV og n=6 for EO-NGT og n=5 for EO-T2D. Basalnivåer (A) 
er vist som relativverdier der NV=1. Data for EPS er relatert til basalnivået (vises som hvit 
søyle) for hver enkelt donor. 
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4 Diskusjon 
Treningseffekt in vivo avhenger både av intensitet og varighet. Trening via vår in vitro-
treningsmodell regnes som en kronisk treningspåvirkning med lav intensitet [35]. Modellen 
utsetter cellene for én kronisk treningsperiode, mens in vivo-studier ofte er gjort på grunnlag 
av gjentatte treningsøkter over en lengre periode. Akutte treningseffekter in vivo er 
forskjellige fra treningseffektene som sees ved gjentatte treningsøkter over en lengre periode. 
Den kroniske treningen er i all hovedsak den type trening som settes i sammenheng med 
positive metabolske effekter in vivo [82]. 
Skjelettmuskelcellene ble dyrket etter samme protokoll, men grunnet donorvariasjon og ulike 
mengder celler i hver ampulle med celler fra cellebanken, kunne ikke celledykningen bli 
identisk i alle donortilfellene. Ulike faktorer som påvirker celledyrkningen er renhetsgraden 
av muskelceller i celleprøven. Noen donorer hadde mer fibroblaster enn andre. Enkelte hadde 
en så lav andel av muskelceller at de ble ekskludert. Skjelettmuskelcellene fra de ulike 
donorene hadde også ulik evne til å differensieres. Til tross for noenlunde samme 
differensieringsgrad ved oppstart av EPS-behandling var det variasjon i differensieringsgrad 
og antall dager vekst og differensiering av cellene før EPS-behandling ble igangsatt. Dette 
kan ha bidratt til den store spredningen og donorvariasjonen i resultatene. Ved EPS-
behandlingen brukes kullelektroder som utsetter muskelcellene for en ekstra variabel og 
dermed et avvikspotensiale med hensyn til de ustimulerte kontrollcellene. Det kunne vært 
ønskelig å gjort forsøkene med å ha elektroder uten strømføring i kontrollbrønnene. Dette ble 
ikke gjort da Nikolić et al. har vist at elektrodene ikke førte til noen toksisk påvirkning av 
cellene [35].  
Biopsiene fra NV-donorene er hentet i forbindelse med nyredonasjon. Det stilles strenge krav 
til fysisk helse ved nyredonasjon og NV-donorene kan kanskje sees som superfriske 
sammenliknet med den generelle befolkningen. Med en gjennomsnittelig KMI på 26,6 er ikke 
NV-donorene innenfor normal vekt i henhold til WHOs klassifisering av normalvekt og 
overvekt, der skillet mellom normal- og overvekt ligger på 25 kg/m
2
 [1]. Det er imidlertid to 
av NV-donorene som ikke har noen oppgitt KMI. Derfor er ikke den gjennomsnittelige KMI-
verdien til NV-donorene helt korrekt. Til tross for at NV-donorene i snitt klassifiseres som lett 
overvektige, skiller de seg klart fra EO-NGT- og EO-T2D-donorene som har en 
gjennomsnittelig KMI på henholdsvis 41,8 og 43,4 kg/m
2
. 
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AMPK-, ERK- og p38MAPK-signalveiene viser ingen signifikant opp- eller nedregulert 
fosforylering etter behandling med EPS. Det ble brukt både fosfatase- og proteasehemmere i 
samplebufferen da cellene ble høstet for westernblotting. Cellene ble også holdt på is for å 
inaktivere fosfataser og proteaser.  Av den grunn bør graden av fosforylering i resultatene 
være representativ for fosforyleringsgraden i cellene. Kontraksjon er en av de viktigste 
måtene å aktivere AMPK ved fosforylering. Muskelkontraksjon krever energi. Energien som 
kreves frisettes ved at ATP hydrolyseres til AMP i TCA. Ved et høyere ATP-forbruk øker 
APT/AMP- ratioen og denne endringen fører videre til en fosforylering av AMPK. AMPK er 
på den måten substratregulert og ved aktivering regulerer AMPK videre genekspresjonen av 
bla. PGC1α [29].  Resultatene i denne oppgaven viser ingen tydelig økning i fosforylering av 
AMPK. ERK og p38MAPK reguleres i mindre grad enn AMPK av substrater og reguleres i 
hovedsak av kontraktil aktivitet. En økt andel ROS som følge av kontraksjon bidrar til økt 
fosforylering av ERK og p38MAPK [29]. Ved fosforylering vil ERK og p38MAPK i likhet 
med AMPK regulere gentranskripsjon som kan påvirke til mitokondriell biogenese via ulike 
gener [29]. Fosforylering av ERK og p38MAPK i denne oppgaven ga ingen sikre resultater 
med hensyn til økning i fosforylering etter trening. Grunnen til at ingen av signalveiene er 
signifikant regulert etter EPS-behandling er usikker.  
PDK4 hemmer syntesen fra pyruvat til acetyl-CoA i mitokondriene og er viktig i forbindelse 
med metabolsk fleksibilitet fra oksidativ forbrenning til forbrenning av fett [81].  Tidligere er 
det vist et økt nivå av PDK4 i pasienter med T2D in vivo [97-99]. Tidligere målinger av 
PDK4 gjort av Nikolić et al. [35] viste signifikant økt PDK4-mRNA-nivå etter 24 timers EPS-
behandling og tendens til økning i PDK4-mRNA-nivå etter 48 timers EPS-behandling. PDK4 
var også økt etter EPS i MicroArray-analysen (tabell 1.1). I denne oppgaven ble mRNA-
nivåene målt etter 48 timers EPS-behandling. 48-timers treningseffekt av cellene fra NV-
donorene var noe lavere i denne oppgaven enn det som ble funnet av Nikolić et al. Hva denne 
nedgangen kan skyldes, er usikkert, men ulike metoder for høsting av cellene og tiden mellom 
avsluttet EPS og høsting kan ha betydning. Nikolić et al. utførte live-imaging mellom fullført 
EPS og høsting til qPCR. I denne oppgaven ble cellene satt på is og høstet direkte etter endt 
EPS-behandling. 
I motsetning til ved MicroArray-analysen fant vi ikke EPS-indusert effekt på ANGPTL4-
uttrykket. Redusert ANGPTL4-protein-nivå i skjelettmuskel og økt nivå av ANGPTL4 i 
fettvev forbindes med resistens mot fedme [66]. Et redusert nivå av ANGPTL4 i 
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skjelettmuskel gir en økt aktivitet av LPL og siden LPL er det hastighetsbestemmende trinnet 
for opptak av FA fra lipoproteiner dermed også økt grad av opptak til cellene. Basalnivået av 
ANGPTL4 i cellene fra EO-donorene var lavere enn basalnivået i cellene fra NV-donorene. 
Ved muskelkontraksjon og faste skilles ANGPTL4 ut av skjelettmuskel og påvirker fettvevet 
parakrint til økt lipolyse. Det kan være en forklaring at EO-donorene skiller ut mindre 
ANGPTL4 dermed ikke stimulerer til lipolyse i fettvevet og forblir tykke.  En annen grunn til 
forskjellen mellom myotubene fra EO- og NV-donorene, kan være at cellene fra EO-donorene 
er mer avhengig av FA ved nedsatt glukosetoleranse. Lavere nivå av ANGPTL4 kan derfor 
tolkes til å være en slags kompensatorisk mekanisme mot glukoseintoleransen ved å ikke 
hemme LPL.   
Administrering av IL-33 i diabetiske fete mus førte til redusert mengde fettvev, redusert 
fastende glukose og økt glukose- og insulinresistens [52]. De økte nivåene av IL-33 i cellene 
fra EO-NGT kan dermed sees i sammenheng med deres økte glukosetoleranse sammenliknet 
med cellene fra EO-T2D-donorene. Den inverse korrelasjonen mellom HbA1c-nivåer og IL-
33-nivåer mellom EO-donorene bekrefter sammenhengen mellom økt glukosetoleranse og 
økte IL-33-nivåer.  
Ved kontraksjon øker IL-6 AMPK-aktiviteten i skjelettmuskelceller in vivo [40]. Det fører 
videre til økt fettsyreoksidasjon og økt glukoseopptak [90, 92, 93]. Cellene fra EO-NGT viste 
en tendens til økte basal-IL-6-mRNA-nivåer sammenliknet med celler fra NV- og EO-T2D-
donorene. Det kan tyde på at EO-NGT-donorene hadde en økning i IL-6-mRNA-nivåer og 
dermed også AMPK-aktiviteten som ved sin påvirkning via blant annet FAT- og GLUT4-
transloksajon og hemming av acetyl-CoA øker fettsyremetabolismen og glukoseopptaket [38]. 
Cellene fra EO-T2D-donorene viser i motsetning til cellene fra NV- og EO-NGT-donorene 
ikke noen treningseffekt etter EPS-behandling. Det kan tyde på at cellene fra EO-T2D-
donorene er resistente mot de gunstige metabolske effektene som økte IL-6-mRNA-nivåer 
kan føre til.  Det er en signifikant forskjell mellom cellene fra EO-NGT-donorene og cellene 
fra EO-T2D-donorene etter EPS-behandling.  
IL-8 er vist å økes etter kontraksjon in vivo [109] og etter EPS (tabell 1.1). I basaluttrykket 
skiller ingen av de tre donorgruppene seg fra hverandre. Det er en tendens til donorvariasjon 
mellom celler fra EO-NGT-donorene og celler fra EO-T2D-donorene med hensyn til IL-8-
mRNA-nivåer etter EPS-behandling. I og med at sammenhengen mellom IL-8 og T2D og 
fedme er uklar, er det er usikkert hva en eventuell forskjell i treningseffekt mellom 
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donorgruppene utgjør.  Det er ingen signifikant treningseffekt i noen av donorgruppene. Det 
spekuleres i om IL-8 har noe av de samme metabolske effektene som IL-6 [43]. EPS-effekten 
i de ulike donorgruppene er i stor grad lik som for IL-6-EPS-effekten, men med en større 
variasjon i dataene.  
IL-34 var det eneste genet studert i denne oppgaven som hadde redusert ekspresjon etter EPS 
i MicroArray-analysen (tabell 1.1). Foreløpig er det ingen publiserte data på endret mRNA-
uttrykk av IL-34 med hensyn til kontraksjon i humane skjelettmuskelceller, men det er vist at 
IL-34 stimulerer utskillelsen av IL-6 [61]. Det er derfor interessant å se at basalnivåene av IL-
34-mRNA tenderte til å være lavere i celler fra EO-NGT-donorene enn i celler fra EO-T2D- 
og NV-donorene. Cellene fra EO-T2D-donorene har en signifikant nedregulering av IL-34-
mRNA-nivå etter EPS-behandling. Det er også en tendens til forskjell mellom cellene fra EO-
NGT- og EO-T2D-donorene etter EPS-behandling.  
MYH7 og MHC1 uttrykker henholdsvis gen- og proteinuttrykk for muskelfibertype 1 i 
skjelettmuskulatur. Tidligere studier viser en positiv korrelasjon mellom andel av fibertype 1 
og insulinsensitivitet [15]. Nikolić et al. [35] fant signifikant økt proteinuttrykk, men ikke økt 
mRNA-nivå etter EPS. Økningen i proteinuttrykk ble ikke bekreftet i denne oppgaven. Men 
data i denne oppgaven viser en positiv korrelasjon både mellom økte HbA1c og MYH7-
baasalnivåer og mellom HbA1c og MHC1-nivåer i basalsituasjonen i de ekstremt overvektige 
donorene. Dette viser at gen- (MYH7) og proteinnivåene (MHC1) relatert til HbA1c-nivåene i 
de ekstremt overvektige er samsvarende, men strider i mot annen forskning som viser den 
positive korrelasjonen mellom økt andel av fibertype 1 og forbedret insulinsensitivitet [17]. 
Celler fra EO-NGT-donorene har et signifikant lavere basalnivå av MYH7 enn celler fra EO-
T2D-donorene. MYH7-mRNA-nivåene i cellene fra EO-T2D-donorene blir signifikant 
nedregulert ved trening og er signifikant forskjellig fra cellene fra EO-NGT-donorene, der det 
er tendens til positive effekter av trening. Dette vil si at mens cellene fra EO-NGT har lavere 
MYH7-ekspresjon i utgangspunktet, reagerer EO-T2D negativt på trening med hensyn til 
MHY7 mRNA-nivå. Vi har ingen god forklaring på disse funnene. Tendensene til 
treningseffekt i cellene fra EO-NGT-donorene kan forklares ved at økt 
fibertypetransformasjon fører til bedret mitokondriell biogenese og økt insulinsensitivitet og 
metabolsk fleksibilitet [110]. Ved proteinuttrykket av muskelfibertype 1, kan man se noe av 
det samme mønsteret i basalnivåene av MHC1, som i basalnivåene av MYH7.  
Diskusjon   
 
  45 
Endringer etter trening sees ikke i proteinuttrykk av MHC1, i motsetning til tidligere funn 
[35]. Dette kan forklares med at det kan ta svært lang tid å omdanne en muskelfibertype [22] 
eller at cellene er høstet på et for tidlig tidspunkt med hensyn til proteinsyntese og nydannelse 
av muskel. In vivo vil muskulatur brytes ned under trening, mens den bygges opp ved 
restitusjon. I dette forsøket er cellene høstet umiddelbart etter trening og dette kan dermed 
hindre proteinuttrykksforskjeller mellom fibertype 1 og fibertype 2.  Figur 4.1 viser også at 
proteininnholdet ikke går nevneverdig opp etter én enkelt treningsøkt sammenliknet med 
mRNA-uttrykket [29]. Dette kan være en forklaring på de lave treningseffektene med hensyn 
til MHC1-mRNA-nivåer som sees etter EPS-behandling.  
 
Figur 4.1: Molekylær adapsjon etter trening. Skjematisk fremstilling av mRNA-ekspresjon 
(blå linje), proteininnhold (rød linje) og totale treningseffekter (grønn linje) over tid etter en 
akutt trening og ved gjentatte treninger. Tatt fra [29].  
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5 Konklusjon 
Behandling av skjelettmuskelceller med EPS endret cellenes mRNA-uttrykk av enkelte gener, 
og mRNA-uttrykket varierte mellom donorgruppene. EPS induserte en signifikant økning i 
IL-6-mRNA-nivåer i celler fra NV- og EO-NGT-donorgruppene, mens celler fra EO-T2D-
donorene ikke responderte på EPS med endret ekspresjon av IL-6. Et liknende mønster ble 
funnet for IL-8, men her var ikke endringene signifikante. EPS-behandlingen nedregulerte 
mRNA-nivåene av IL-33, IL-34 og MYH7 signifikant i celler fra EO-T2D-donorene.  
Celler fra EO-NGT-donorene hadde et lavere basaluttrykk av MYH7-mRNA enn cellene fra 
EO-T2D- og NV-donorene. Det var fortsatt en signifikant forskjell i MYH7-mRNA-nivå 
mellom EO-NGT og EO-T2D etter EPS-behandling. Cellene fra EO-T2D-donorene har et 
signifikant lavere mRNA-nivå av MYH7 enn cellene fra EO-NGT-donorgruppen.  
In vitro EPS-behandlet skjelettmuskelceller hadde ingen signifikant endring i 
fosforyleringsgrad av signalveiene ERK, AMPK eller p38MAPK rett etter endt stimulering.  
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Appendiks 
1. Celledyrking  
1.1  
Utsåingsmedium  
500 ml DMEM m/GLUTAMAX-I  
50 ml FCS (Foetal Calf serum)  
2,5 ml Pen/ Strep 10.000 enheter/ml  
2,5 ml Fungizone  
 
1.2  
Proliferasjonsmedium  
500 ml DMEM m/GLUTAMAX-I  
10 ml FCS (Foetal Calf serum)  
10 ml Ultroser G  
2,5 ml Pen/ Strep 10.000 enheter/ml  
2,5 ml Fungizone  
 
1.3  
Differensieringsmedium  
500 ml DMEM m/GLUTAMAX-I  
10 ml FCS (Foetal Calf serum)  
2,5 ml Pen/ Strep 10.000 enheter/ml  
2,5 ml Fungizone  
25 pmol insulin  
 
1.4  
SkGM-dyrkningsmedium  
500 ml SkBM Basal medium  
SkGM SingleQuot Kit Suppl. & Growth Factors (0,5 ml hEGF, 5 ml Fetuin, 0,5 ml 
Dexamethasone, 0,5 ml GA-1000, 5 ml BSA)  
250 μg/ml (amfotericin) Fungizone®  
200mM L-glutamin  
10000 U/ml, 10000 μg/ml Penicillin/Streptomycin  
 
1.5  
Frysemedium (per ampulle)  
0,53 ml SkGM  
0,33 ml FBS  
0,13 ml 20 % DMSO 
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2. RT-qPCR  
2.1  
Reaksjonsmedium til cDNA-syntese (mengder per prøve) 
2 μg totalt RNA (prøve) 
13,2 μl DEPC-dH2O og RNA samlet  
2,0 μl 10xTaqMan RT Buffer 
0,8 μl 25xdNTP mix 
2,0 μl 10xRT Random hexamers 
1,0 μl RNase inhibitor (20 U/µl) 
1,0 μl Multiscribe Reverse Transcriptase (50 U/µl) 
 
2.2 
Reaksjonsblanding (mengder per prøve)  
2,5 µl Fortynnet cDNA-prøve 
12,5 μl SYBR Green Master mix  
0,25 μl Forward primer (tabell 2.4)  
0,25 μl Reverse primer (tabell 2.4)  
9,5 μl Nukleasefritt vann 
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3. Westernblotting  
3.1  
Høstebuffer  
 
2x samplebuffer 
12,5 ml 0,5 M Tris-HCl pH6,8  
10 ml 100 % Glyserol  
20 ml 10 % SDS  
Justeres med dH2O opptil 50 ml  
 
10 % av totalvolumet av 2x samplebuffer tilsettes 
Fosfatasehemmercoctail 1 
Fosfatasehemmercoctail 2  
Proteasehemmer  
 
3.2  
Elektroferesebuffer  
100 mL 10 x TGS (tris/glycine/SDS) buffer fra Bio-Rad 
ad 1 L dH2O  
 
3.3  
Blottebuffer 
400 mL 10 x blottebuffer fra Bio-Rad 
800 mL MeOH 
2,8 L dH2O  
 
3.4 
10 x-T-TBS  
10 mM Tris  
100 mM NaCl  
0,05 % Tween 20  
ad. destillert vann  
 
3.5  
Blotto  
5 % tørrmelk i 1x T-TBS 
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4. Donorforskjeller av treningseffekt 
 
Appendiks 4: Donorvariasjon i mRNA-nivåer før og etter EPS-behandling. Figur A-G 
viser mRNA.verdier før og etter trening fra alle donorer. Én linje tilsvarer én donor.  
